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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou castic pfipravenych z polymernich povrchové
aktivnich latek. Teoreticka ¢ast se zaméiuje na obecnou charakteristiku polymernich tenzida
a jejich micelizacni vlastnosti se zietelem na poloxamery pouzité v experimentdlni ¢ésti.

Déle jsou zde charakterizovany aktivni latky vhodné k solubilizaci do polymernich micel.

V ramci praktické Casti byly piipraveny a charakterizovany roztoky na bazi vybranych
polymernich tenzidt, poloxameru P184, P188 a P407, a jejich kombinaci s aktivnimi latkami
thymolem, tymianovym a eukalyptovym olejem. Pozornost byla soustfedéna na
fyzikalné-chemické vlastnosti a stabilitu s ohledem na potencialni praktické aplikace

poloxamera ve forme nosici aktivnich latek.

Kli¢ova slova: esencialni olej, kriticka micelarni koncentrace, poloxamer, stabilita, tenzid,

thymol

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the issue of particles prepared from polymeric surface active
agents. The theoretical part focuses on the general characteristics of polymeric surfactants
and their micellization properties with respect to poloxamers used in the experimental part.
Furthermore, active substances suitable for solubilization into polymer micelles are

characterized here.

In the practical part, solutions based on selected polymeric surfactants poloxamer P184,
P188, P407, and their combination with active substances thymol, thyme and eucalyptus oil
were prepared and characterized. Attention was focused on physical and chemical properties
and stability with respect to potential practical applications of poloxamers in the form of

active substance carriers.

Keywords: essential oil, critical micellar concentration, poloxamer, stability, surfactant,

thymol
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UvVOD

Polymerni amfifilni latky patii diky své struktuie a vlastnostem k velmi zajimavym
materidltim, které jsou intenzivné studovany jako potencialni nosice aktivnich ¢inidel, za
ucelem prevence nezadoucich degradacnich procesti a zvyseni jejich stability. Takové
systémy pak mohou mit Sirokou oblast vyuZziti, jako je naptiklad potravinatsky, kosmeticky

a farmaceuticky prumysl.

Z aktivnich latek lze pro inkorporaci do vhodné matrice vyuzit rizna 1éCiva a vitaminy.
V kosmetickém prumyslu jsou nejcastéji solubilizovany latky, které maji hydrataéni,
antioxidaéni a antibakterialni U¢inky, a také parfemacni Cinidla. Pro tyto ucely jsou
aplikovany rizné esencialni oleje, jako je naptiklad tymidnovy, eukalyptovy olej, nebo
pifimo jejich slozky. Ptikladem jsou karvakrol a thymol, které jsou zndmy pro své
antibakterialni a antioxidacni vlastnosti. Esenciélni oleje se dale vyuzivaji v potravinarském
priamyslu pro prevenci mikrobidlni kontaminace, ¢imz pfispivaji k prodlouzeni zivostnosti

potravin.

Neionické poloxamery s oznaCenim P184, P188 a P407 jsou blokové kopolymery, které
vykazuji zajimavé micelizacni vlastnosti, siln€ zavislé na teploté. Predkladana diplomova
prace se zabyva piipravou a charakterizaci poloxamernich éstic, a jejich naslednou
modifikaci prostfednictvim vybranych aktivnich latek. Cilem bylo sledovat vysledné

fyzikalné-chemické vlastnosti s diirazem na stabilitu pfipravenych systémi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 AMFIFILNI LATKY

Amfifilni latky jsou slouceniny, které se skladaji z polarni (hydrofilni) a nepolérni
(hydrofobni) casti. V literatuie se vyskytuji také pod pojmy povrchové aktivni latky,
surfaktanty nebo tenzidy. Tyto slouceniny lze rozd¢lit na dva typy, a to ionické a neionické.
Hydrofilni skupina kationickych tenzidii vykazuje kladny naboj, zatimco hydrofilni ¢ast
anionickych tenzidl je nabita zaporné [1]. Vlastnosti amfifilnich povrchové aktivnich latek
jsou charakterizovany hodnotami hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB), podle niz Ize
definovat jejich aplikace. Povrchové aktivni latky s hodnotou HLB >10 jsou pievazné
hydrofilni a tvoti spiSe emulze olej ve vode (O/V), zatimco surfaktanty s hodnotou HLB <10
jsou hydrofobni a tvofi emulze voda v oleji (V/O). Latky s vysokou hodnotou HLB se

pfevazné pouzivaji k tvorbé vodnych roztoki [2].

1.1 Micely

Micely jsou supramolekularni utvary, tvofené riznymi organickymi slou¢eninami, pro néz
je charakteristickd amfifilni struktura s asymetrickym dipolarnim charakterem a silnym
dipdlovym momentem. ZvySujici se koncentraci slouceniny v rozpoustédle se projevuje
difilni charakter molekul, coz zpiisobi asociaci do vétSich Castic, tzv. premicelarni struktury
(dimery, trimery a malé agregaty). Z t&€chto struktur vznikaji vétsi agregaty v oblasti kritické

micelarni koncentrace (CMC), tzv. micely (Obr. 1) [1].

ST TR LR R LR LR R R R RN AR T
0000000000000 OO0O0O0OOOOO0OO0OOY

i

hydrofilni ¢ast
hydrofobni ¢ast

‘“»o&;:; — Ok

Obr. 1 Schématické zndzornéni dynamické rovnovahy
mezi monomery v roztoku a monomery na rozhrani [1]
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1.2 Kriticka micelarni koncentrace

Kritickd micelarni koncentrace (CMC) je prahova koncentrace, pii které se zacinaji tvorit
micely, a predstavuje vyznamny charakteristicky rys vSech povrchové aktivnich molekul.
CMC zavisi hlavné na slozeni slouceniny, déale je ovlivnéna vlastnostmi rozpoustédla,
teplotou a pfitomnosti dalsi latek (hlavné silnych elektrolytit). Hodnoty CMC se u vétSiny
povrchové aktivnich latek pohybuji vrozmezi 10 az 102 mol/l. Tenzidy pod touto
hodnotou jsou v roztoku ve formé¢ monomerti. Hodnota CMC se zvySuje s piritomnosti
dvojnych vazeb ve struktufe tenzidu, dale také rozvétvenim uhlovodikového fetézce, nebo
polarni substituci v alkylovém fetézci. Na druhou stranu, substituci alkylového fetézce
benzenovym jadrem dojde ke sniZeni kritické micelarni koncentrace. S teplotou se CMC
muize ménit v obou smérech, naptiklad u anionickych tenzidi se hodnota CMC s rostouci

teplotou zvysuje, a naopak u neionickych snizuje [1], [3], [4].

1.2.1 Stanoveni Kritické micelarni koncentrace

Metody pro stanoveni CMC jsou zalozeny vétSinou na sledovani zmeén charakteristickych
vlastnosti sloucenin, ke kterym dochazi, pokud se v roztoku za¢nou tvofit micely. Postupti
pro stanoveni CMC existuje celd fada a 1ze je rozd€lit do dvou skupin, na pfimé a nepiimé
méfeni. Pfi pfimém meéfeni je pozorovana zména nékteré vlastnosti roztoku slouceniny
vytvatejici micely s jeji rostouci koncentraci. Zména smérnice ¢i diskontinuity v zavislosti
na koncentraci zna¢i hodnotu CMC. Mezi piimé metody patii mé&feni povrchového napéti,
elektrické vodivosti, osmotického tlaku, indexu lomu a viskozity. U nepfimého méfeni je
pozorovana zména nékteré vlastnosti jiné latky ptfitomné v roztoku slouceniny vytvarejici
micely, kniz dochazi se zvySujici se koncentraci této slouCeniny. Jednd se zejména

o voltametrické a spektrofotometrické metody. Tyto metody jsou znédzornény na Obr. 2 [1].
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cmc

osmoticky tlak

turbidita

vlastnost —»

\ povrchové napéti

molarni vodivost

voltametrie

koncentrace —

Obr. 2 Metody pouzivané pro stanoveni CMC [1]

1.3 Vyznam micel

Povrchové aktivni latky se nad CMC samy agreguji za vzniku micel s hydrofobnim jadrem
a hydrofilnim povrchem. Do hydrofobniho jadra se 1épe solubilizuji aktivni latky, jako napf.
1é¢iva, ¢imz se zvySuje jejich rozpustnost. Lécivo mize byt solubilizovano v hydrofobnim
jadru nebo na rozhrani téchto struktur. Misto solubilizace 1é€iva zavisi na jeho hydrofobicité

a interakci s povrchové aktivni latkou nebo s kosurfaktantem [2].

1.3.1 Smésné micely

Smési tenzidl jsou bézné vyuZivany v mnoha praktickych aplikacich, jelikoz diky
synergickému ucinku poskytuji lepsi detergenéni vlastnosti. Smésné micely jsou navic méné
drazdivé vici pokozce, coz je vyhodné pro kosmeticky priimysl. Podobné jako v piipadé
jednoduchych micel, dochazi pifi tvorb€ smésnych agregiti ke zméndm
fyzikéalné-chemickych vlastnosti, které mohou byt monitorovany prostfednictvim vhodné

experimentalni metody.

U smési tenzidlh mize dochazet jak k ide4dlnimu, tak neidedlnimu michéni. K posouzeni miry
(ne)idealnosti smési je vyuzivan parametr B, odvozeny z Hollandovy a Rubinghovy

teorie [5], [6].
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Parametr S lze vypocitat z hodnoty kritické micelarni koncentrace CMC", ktera se ziskd
experimentalnim stanovenim nebo z teoretickych hodnot. K tomu tcelu 1ze vyuzit Clintonav
vztah (Rovnice 1).

L _ % | X (1)
CMC* CMC, CMC,

Kde CMC" je kriticka micelarni koncentrace smésnych micel, X7 a X> jsou molarni frakce

tenzidu 1 a 2, CMC; a CMC: jsou hodnoty kritické micelarni koncentrace tenzidu 1 a 2 [7].

Slozeni smésné micely a molarni zlomek xus tenzidu 1 1ze pak vypocitat pomoci Rubinghovy

teorie (2).
2 . CMC”* - x
CMC*-(1—x) (2)
— 2.
A =xm)* N Gare, T =)

Kde CMC" je kritickd miceldrni koncentrace smési, CMC; a CMC: jsou kritické micelarni
koncentrace jednotlivych tenzidi, xu je molarni zlomek tenzidu 1 ve smésné micele a x je

molarni zlomek tenzidu 1 ve smési. Nasledné parametr f se vypocitd pomoci rovnice (3).

In CMC*-x
(1 — xp)?

Kde symboly jsou totozné s ptedchozi rovnici [8], [9], [10].

1.4 Gibbsova energie micelizace
Gibbsova energie micelizace AGY, miize byt vypoéitana z rovnice (4):
AGY, = —RTInkK,, 4)

kde R je univerzalni plynova konstanta, 7 je termodynamicka teplota a K, je rovnovazna

konstanta.

Rovnovaznou konstantu lze vypocitat z rovnice (6) za piedpokladu existence rovnovahy

v micelarnim systému, ktery je popsan rovnici (5):

nS < S, 5

kde S je neasociovana jednotka, 7 je pocet jednotek a S, je asociovana jednotka.
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fn = s ©)
kde K, je rovnovazna konstanta, [S,] je koncentrace micel a [S] je koncentrace tenzidu [11],
[12], [13].
Rovnici Gibbsovy energie (4) 1ze redukovat na jednodussi tvar, pokud je n dostatec¢né velké:
AGY = RTX . (7)

kde xcme je molarni zlomek monomeru pii CMC vyjadieny rovnici:

nS
x =—
cme Nng + Ny )

kde ns a nx20 vyjadiuji pocet moll tenzidu a vody v systému [14], [15].

1.5 Chovani na rozhrani

Vlastnosti povrchové aktivnich latek v roztoku jsou dany jejich tendenci minimalizovat
kontakt svych hydrofobnich skupin a vodou. To je dosazeno adsorpci na rozhrani a asociaci
v roztoku. Gibbsova rovnice (9) vyjadiuje termodynamicky zéklad pro adsorpci na rozhrani
a poskytuje kvantitativni vztah mezi aktivitou molekul na povrchu nebo rozhrani

a molekulami v hromadném roztoku.

dy = —Zridlli )

kde dy je zména povrchového napéti rozpoustédla, I je piebytek latky i na rozhrani a du; je
zmeéna chemického potencidlu. Povrchovy nadbytek na jednotku plochy se oznacuje jako
Gibbsova adsorpce nebo jako adsorp¢ni hustota. Povrchovy nadbytek miize byt bud’ kladny,
nebo zaporny. Pokud je rozpusténa latka z néjakého divodu vyluCovana ¢i odpuzovana
z rozhrani jednd se o negativni adsorpci na rozhrani a vede je zvySeni povrchového napéti.
Naopak slozka, ktera se adsorbuje na rozhrani pozitivné, vede ke snizeni povrchového napéti

[14].
Z rovnice zmény chemického potencidlu rozpusténé latky na koncentraci:
u; = u + RT - Inc; (10)

a jelikoz plati:
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du =RT -d(Inc)RT -dc/c (11)
1ze odvodit rovnici Gibbsovy adsorpéni izotermy (12) [13].

[ c dy
~ T RT dc (12)

Pokud roztoky obsahuji pouze jednu rozpusténou latku, 1ze Gibbsovu rovnici psat ve tvaru:
dy = —RT(T'ydIln ay + T'1din a,) (13)
kde index 0 ptedstavuje rozpoustédlo a index 1 rozpusténou latku.
Za ptedpokladu, ze ') = 0, 1ze Gibbsovu rovnici upravit na tvar [14].
dy = —RT T'idinc, (14)

Koncentraci adsorbatu na rozhrani a jeho koncentraci v kapalné fazi 1ze vyjadfit pomoci
adsorp¢ni izotermy. Pokud je znama povrchova plocha na jednotku hmotnosti pevného
adsorbentu ay [cm?/g], 1ze koncentraci povrchové aktivni latky na rozhrani 1 [mol/cm?]

vypocitat z rovnice (15):

_AGY

L= (15)

kde AC; je zména molarni koncentrace povrchové aktivni latky pied a po adsorpci, Vje
objem kapaliny [l1]. Poté mlzeme povrchovou plochu adsorbentu ptfipadajici na jednu

molekulu povrchové aktivni latky a, ktera je vyjadiena jako 1 A2, vypoditat z rovnice:

. 1016
af =3 (16)

kde N je Avogadrova konstanta [10].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

2 POLYMERNI AMFIFILNI LATKY

2.1 Polymerni micely

Polymerni micely vznikaji vlastni agregaci amfifilnich kopolymert, slozenych
z hydrofilnich a hydrofobnich fetézct, jako jsou poloxamery a poloxaminy nebo roubované
kopolymery s rtiznou hydrofobicitou. Tyto micely maji dvojfazovou strukturu s kulovym
vnitinim jadrem tvofenym hydrofobnimi bloky a vnéjSim obalem tvofenym hydrofilnimi
jednotkami. Jedna se o Castice s velikosti v nano rozmérech, a to v rozmezi 10 az 200 nm,
které se, podobné jako v piipadé klasickych amfifilnich sloucenin, tvofi nad kritickou
micelarni koncentraci. Pokud se koncentrace polymeru pohybuje nad CMC, vytvofené
micely jsou termodynamicky stabilni, v opacném ptipadé se micely rozpadaji v zavislosti na

amfifilni struktufe a interakcich mezi fetézci.

Existuji rtizné typy polymernich micel v zévislosti na struktufe pouzit¢ho amfifilniho
kopolymeru a na vlastnostech roztoku (koncentrace polymeru, typ rozpoustédla, pH, iontova
sila, teplota). Lze ziskat rozmanité struktury micel, u poloxamerti a poloxaminti krom¢
uvedenych vlastnosti ovlivni tvar micely délka bloku PEO (poly(ethylenoxid)) a PPO
(poly(propylenoxid)). Polymery s del§imi hydrofilnimi bloky vétSinou tvoii sférické micely.
Pii vyssich koncentracich a teplotach se typicky tvoii lamelarni struktury obsahujici delsi
hydrofobni bloky, podobné struktury mohou také tvofit ty¢inkovité nebo polymerni vezikuly
(tzv. polymerzomy). Trojblokové kopolymery tvofi polymerni micely, které jsou podobné

kvétu a jsou tvofeny malymi hydrofobnimi konci a dlouhym hydrofilnim fetézcem [16].
2.2 Charakterizace polymernich roztoki a micel

2.2.1 Velikost ¢astic

Velikost polymernich micel 1ze méfit pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS — Dynamic
Light Scattering), také zndmého pod pojmem fotonova korelacni spektroskopie. Jednd se
o efektivni metodu pouzZivanou ke stanoveni velikosti, distribuce velikosti a tvaru ¢astic
v disperznich systémech na zédkladé¢ Brownova pohybu a Dopplerova posunu indukovaného
laserovym paprskem. Je znamo, ze v disledku Brownova pohybu, ktery je zplisoben
naslednou kolizi s molekulami kapaliny, kterd obklopuje castice, dochazi k neustalému
pohybu castic. Jakmile je suspenze ¢astic v Brownové pohybu excitovana
monochromatickych laserovym paprskem, zméni se vinova délka ptichazejiciho svétla po

dopadu na pohybujici se Castice, coz vytvari Dopplerovsky posun, tedy drobnou zménu
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frekvence rozptyleného svétla ve srovnani se svétlem nerozptylenym. Tato zména poskytuje
informace o velikosti, distribuci, tvaru a struktufe ¢astic. Svétlo rozptylené malymi ¢asticemi
kolisa rychle s malym Dopplerovym posunem, zatimco velkymi Casticemi se svétlo $ifi
pomalu a vykazuje velky Doppleriv posun. Mezi dals$i metody stanoveni velikosti ¢astic
patii transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a mikroskopie atomarnich sil (AFM), které
jsou piesnéjsi nez DLS. OvSsem dynamicky rozptyl svétla mé vyhodu nizké ceny, flexibility,

snadné proveditelnosti a udrzby [17], [18], [19].

2.2.2 Zeta potencial

Zeta potencidl je zakladni parametr charakterizujici vlastnosti povrchového naboje rozhrani.
Kazda castice je obklopena elektrickou dvojvrstvou. Ve vnitini Sternoveé vrstvé jsou ionty
siln¢ vazané, zatimco vnéjsi difuzni vrstva je oblast, obsahujici volnéji vdzané ionty.
V difuzni vrstvé existuje pomyslnad hranice, uvniti které ionty a Céstice tvoii stabilni
jednotku. Hranice mezi pohybujicimi a nepohybujicimi se ¢asticemi a ionty se nazyva rovina
nebo mez skluzu a potencidl existujici na této hranici, se nazyva zeta potencial (Obr. 3). Ten

1ze mé&fit pomoci elektrochemickych jevi, jako je naptiklad elektroforéza [18].

Céstice s negativnim
povrchovim nabojem
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Obr. 3 Schématické znazornéni
elektrostatického potencidlu [18]
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Mezi faktory, které ovlivituji hodnotu zeta potencialu, se fadi iontova sila, koncentrace,
teplota a v neposledni fad¢ hodnota pH. Isoelektricky bod pfedstavuje hodnotu pH, pfi které
je Castice neutralni a systém je nejméné stabilni. Zeta potencial uzce souvisi se stabilitou
disperznich soustav. Je znamo, ze systémy s vysokym zeta potencidlem jsou elektricky
stabilni, zatimco Castice snizkym zeta potencidlem maji tendenci koagulovat nebo
flokulovat, coz mize vést k horsi fyzikalni stabilité. Za stabilni disperze jsou obecné
povazovany ty, jejichz ¢astice maji zeta potencial bud’ vétsi nez +30 mV nebo mensi nez -

30 mV [18], [20].
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3 AKTIVNI LATKY PRO INKORPORACI DO MICEL

3.1 Léciva

Léciva jsou Casto inkorporovéana do jadra polymernich micel, a to prostfednictvim chemické
konjugace nebo metodou fyzikalni. Inkorporace 1éCiva do wvnéjSiho obalu se obvykle
neprovadi, protoze molekuly 1éCiva, které jsou vétSinou hydrofobni, by mohly s timto
obalem interagovat a zpusobit tak nezddouci tvorbu agregatl. K zajisténi ucinného
dopraveni 1éciva je také dilezitd minimalizace hydrofobnich interakci mezi nosi¢i 1é¢iv
a slozkami biologického systému (proteiny, buiiky), které mohou vyrazné snizit transport
prostfednictvim intra nebo interceluldrnich cest, na nichz je zaloZen ucinek zvySené
permeability a retence. Vnéjsi obal micely ma funkci ochranného S§titu a slouzi k prevenci
proti hydrofobnim interakcim, ke kterym by mohlo dojit v pfipad¢ inkorporace 1é¢iva do
vnéjs$i vrstvy. Mezi faktory, které ovliviiuji inkorporaci 1é¢iv do micel, patii kapacita
micelarniho nosice, dale kompatibilita mezi aktivni latkou a nosnym materidlem. Stabilita a
degradace micel ve vodném médiu také ovlivituje stupent inkorporace a nasledné podminky
uvolnovani. Dal$im dtlezitym parametrem je délka a charakter blokt tvoticich jadro a obal.
Cim delsi je hydrofobni &ast, tim vétsi je velikost jadra a jeho schopnost pojmout hydrofobni
1é¢ivo. Naopak vétsi zastoupeni hydrofilni ¢asti zptsobi zvySeni CMC, a snizeni mnozstvi
lé¢iva zachycené v micelach. Mezi dalsi faktory ovlivilujici i€¢innost inkorporace 1é¢iva do
polymernich micel, patfi molekulovd hmotnost kopolymeru, jeho koncentrace, povaha
a koncentrace 1é¢iva a také metoda ptipravy bioaktivniho polymerniho micelarniho systému.
Polymerni micely vyuzivané pro transport 1éCivych latek byvaji Casto na bazi smési
amfifilnich blokovych kopolymerti, jako jsou naptiklad polyethylenglykol-poly-g-
kaprolakton (PEG-PCL) o rGznych molekulovych hmotnostech (Tabulka 1). Z 1é¢iv jsou

-----

nebo cyklosporin [21], [22], [23].
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Tabulka 1. Ptiklady polymernich micel s inkorporovanymi lé¢ivymi latkami [21], [22]
Polymery Lécivo Zpusob pripravy

Chitosan-Pluronic Indometacin

Monomethoxy PEG-PCL

Honokiol
MPEG-PCL Ptimé rozpusténi
Poloxamine T1107 Triklosan
(Tetronic)
PEO-b-PCL Kurkumin
MPEGs000-PCL5s000
MPEGs000-PCL13000 Cyklosporin s
MPEGs000-PCL24000
Odpareni rozpoustédla
PEGs5000-PCLs000
Kurkubitan B
PEGs5000-PCL24000
PEGs000-PCLs000
Kurkibitan I

PEGs5000-PCL24000

Fluorescein-5-carbonyl
azide diacetate,

17p — estradiol

PCL-b-PEO

PEGu1980-PCL13638

Dialyza
PEGi980-PCL2622 17p — estradiol
PEGi980-PCL17328
PEGs000-PBCLa4470 Paklitaxel
PEGs000-PCLs000 Saglopin Sonifikace

3.2 Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou tékavé, Ciré a ziidka zbarvené kapaliny, které jsou rozpustné v tucich
a v organickych rozpoustédlech s obecné nizsi hustotou nez voda. Mohou byt syntetizovany

vSemi rostlinnymi organy, tj. pupeny, kvéty, listy, stonky, semeny, plody a dalSimi. Existuje
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nékolik zplisobl extrakce éterickych olejii, mezi které patii pouziti kapalného oxidu
uhli¢itého nebo mikrovin, nizkotlaké nebo vysokotlaké destilace s pouzitim vrouci vody
nebo horké pary. Podle definice Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) je vyraz
»etericky olej* vyhrazen pro produkt ziskany z rostlinnych surovin, bud’ destilaci vodou
nebo parou, nebo z epikarpu citrusovych plodi mechanickym zplsobem nebo suchou
destilaci (ISO 9235, 1997). Esencidlni oleje pro lékatské ucely musi navic vyhovovat
narodnim nebo mezinarodnim Iékopisim. Esencialni oleje jsou obecné komplexni smési
tékavych organickych slouc¢enin produkovanych jako sekundarni metabolity v rostlinach,
které zahrnuji uhlovodiky (terpeny a seskviterpeny) a kyslikaté slou¢eniny (alkoholy, estery,
étery, aldehydy, ketony, laktony a fenoly). Obecné esencialni oleje obsahuji 20 — 60 slozek
az do vice nez 100 jednotlivych latek v pomérné rtiznych koncentracich a dvé nebo tfi hlavni
sloZky jsou zastoupeny ve vysokych koncentracich (20 — 70 %) ve srovnani s ostatnimi
slozkami pfitomnymi ve stopovych mnozstvich. Tyto hlavni slozky urcuji biologické
vlastnosti éterickych oleji. Slozky zahrnuji rizné skupiny odlisného biosyntetického
puvodu. Hlavni skupinu tvoii terpenoidy, fenylpropanoidy a alifatické uhlovodikové
derivaty s kratkym fetézcem, které se vSechny vyznacuji nizkou molekulovou hmotnosti

[24].

Esencidlni oleje se bézné¢ pouzivaji v parfumerii, kosmetice, potravinaistvi nebo
aplikaci éterickych oleji. Nekteré éterické oleje maji navic 1 biologické tcinky, které 1ze
vyuzit pii pfipravé farmaceutickych vyrobkill a funkénich potravin. Vlastnosti téchto olejii
se méni v zavislosti na jejich piivodu a slozeni. Nékteré oleje vykazuji antioxidacni aktivitu
a pusobi tedy v boji proti volnym radikaliim, jiné jsou zndmy diky svym protizanétlivym
a antimikrobialnim vlastnostem. Inkorporace aktivnich latek, tedy i esencidlnich olejd, do
micel slouzi také jako prevence proti odpafovani, oxidaci a dalSim degrada¢nim
mechanismim zplsobenym teplem, svétlem a vlhkosti. V posledni dobé jsou intenzivné
studovany systémy a technologie sfizenym uvoliovanim, jejichz vyznam spociva
v dodavani aktivnich latek kontrolovanou rychlosti, coz vede ke zvySené ucinnosti
a bezpecnosti samotné aplikace. Konkrétni vlastnosti polymerni sité, jako je délka fetézce,
flexibilita a mobilita, absorpce vody a bobtnani nebo potencidlni interakce mezi polymerem
a ucinnou latkou, ovlivni rychlost difuze napii¢ polymerni matrici, a tedy uvolnéni oleje.

Nejbéznéjsi metodou enkapsulace esencialnich oleji je koacervace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Pro kosmetick¢ ucely se nejCastéji enkapsuluje citronovy, tymidnovy, vanilkovy,
eukalyptovy, mentolovy a pomerancovy esencidlni olej. Ve farmacii a potravinaistvi se
vyuziva mentolovy, matovy, pomerancovy, rozmarynovy, skoficovy a citronella esencialni
olej [25], [26]. V dalsi casti budou stru¢né charakterizovany latky, které byly vyuzity
v experimentalni ¢asti diplomové prace, a to olej tymidnovy (a jeho nejvice zastoupena

slozka thymol) a eukalyptovy.

3.2.1 Eukalyptovy olej

Eukalyptovy olej je ziskavan z rostlin a kett Blahovi¢niku (Eukalyptus spp.), patii do celedi
Myrtaceae a pochézi z Australie. Cesky je nazyvan eukalyptus, piiemZ toto oznaleni
zahrnuje vice nez 700 druhti po celém svéte. Hlavni sloZzkou esencidlniho oleje z eukalyptu
je terpen 1,8 — cineol, také znamy jako eukalyptol a mnozZstvi této slouceniny je zavislé na
konkrétnim druhu. Koncentrace této slouc¢eniny, kterd méa vyznam pro svou antimikrobidlni
aktivitu, se pohybuje mezi 44 % a 84 %. Olej z eukalyptu patfi mezi 18 nejcastéji
obchodovatelnych esenciadlnich oleji na svéte. Je ¢asto vyuzivan jako prirodni ptisada do
potravin, 1é€iv a kosmetiky. Zndmymi druhy jsou Eukalyptus globulus a Eukalyptus radiata,
které se vyuzivaji pro své antiseptické, adstringentni, deodoracni, dezinfek¢ni a inhala¢ni
ucinky. Déale mohou byt aplikovany pro 1écbu abscest, artritidy, astmatu, bronchitidy,

popalenin, chiipky a zanétlivych onemocnéni [27].

3.2.2 Tymianovy olej

Druhy tymidnu jsou zndmé aromatické byliny pouZivané nejen jako kofeni, ale také pro
lécbu riznych nemoci. Tymidnovy olej je nejCastéji ziskavan zrostliny rodu Thymus
vulgaris, kterd pochazi ze Sttredomofti. Tymianovy étericky olej obsahuje thymol, karvakrol,
p - cymen, y — terpinen a linalool, kde thymol a karvakrol jsou pfitomny v relativné vysokém
procentu, a to 41,6 % a 7,9 %. Jedna se o fenolické slouceniny, které stoji za antioxidacni,
antimikrobidlni aktivitou a anestetickymi vlastnostmi tymidnového oleje. Obsah
jednotlivych slozek se ovSem muiZe vyrazn€ ménit v zavislosti na konkrétnim druhu, lokalité
péstovani, klimatickych podminkach, skladovani apod. Tymidnovy olej byva aplikovan

v lékatstvi pro rizné indikace, jako je suchy kaSel, bronchitida a zazivaci potize [28].

3.2.3 Thymol

Thymol (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) je izomerem karvakrolu a patii mezi

terpenoidy. Thymol je jednou z fenolickych sloucenin, ktera se pfirozené vyskytuje
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v éterickych olejich, a to Thymus vulgaris a Origanum vulgare. Utad pro kontrolu potravin
a léc¢iv (FDA) klasifikoval thymol jako latku obecné bezpecnou (GRAS, Generally
Recognized as Safe) [29]. V I€kafstvi je vyuzivan v pfipravcich proti bronchitidé a ordlnim
infekcim. Vzhledem ke svym antiseptickym vlastnostem je také soucasti ustnich vod a
zubnich past. Navic ma thymol vyznamné antivirové u¢inky proti HSV-1. Patii také mezi
pfirodni antimikrobidlni cinidla se schopnosti inhibovat jak grampozitivni, tak
gramnegativni bakterie, vcetné potencidlnich patogennich kment Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus aureus. Thymol a éterické oleje
bohaté¢ na thymol se osvédCily v I€kafstvi, potravinaistvi, zeméd¢€lstvi a veterindrnim

16katstvi [28], [30].

CH,

OH

H,C CH,

Obr. 4 Chemicka struktura
thymolu [31]

3.3 Vitaminy

Vitaminy maji antioxida¢ni uc¢inky a mohou chranit pfed fadou degenerativnich
onemocnéni, vcetné kardiovaskularnich chorob a nékterych typi rakoviny. Hlavnimi

antioxida¢nimi vitaminy jsou vitamin C, vitamin E a § — karoten [32].

3.3.1 Vitamin C

Vitamin C (kyselina askorbovd) je znamym ve vod¢ rozpustnym antioxida¢nim cinidlem,
a to diky schopnosti vychytavat volné radikaly produkované naptiklad ur¢itymi léky, chranit
plicni tekutiny pfed poskozenim zplsobenym obzvlasté nebezpecnymi latkami
znecist'ujicimi ovzdusi, jako je O3z a NO», a také snizovat peroxidaci lipidl v cigaretovém

koufi [33].

Vitamin C méa fadu biologickych, farmaceutickych a dermatologickych funkci. Podporuje

biosyntézu kolagenu, poskytuje foto ochranu, zptisobuje redukci melaninu, zachycuje volné
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radikdly a zvySuje imunitu. Jelikoz je vitamin C nestabilni vi¢i vzduchu, svétlu, teplu,
kovovym iontim, kysliku a snadno se rozklad4 na biologicky neaktivni slouceniny, jeho
pouziti v kosmetice, dermatologii a I1é¢ivech je omezeno. Proto se vitamin C enkapsuluje do

vhodné matrice, aby se zvysila jeho stabilita [34].

3.3.2 Vitamin E

Vitamin E jako nutraceutikum je nezbytnym vitaminem pro lidské télo, ktery zajistuje
spravné fungovani a stabilitu bun¢k a bunéénych membran. Pfirozen¢ se nachazi ve fazolich,
celozrnnych obilninadch, rostlinnych olejich a je S§iroce pouzivan ve funkénich
potravinatskych ptidatnych latkach, kosmetice a 1é¢ivech. Vitamin E ma nékolik izomeru,
vcetné 0, Y, B, a — tokoferol a tokotrienol. Jejich aktivita a biologickd dostupnost zavisi na
jejich struktufe. Z téchto izomerd je o — tokoferol nejvice biologicky aktivni a ma veétsi
rozpustny v tucich, ktery posiluje imunitni systém a piedchazi korondrnim srdecnim
onemocnénim. Vitamin E ve formé a — tokoferolu chrani polynenasycené mastné kyseliny
v bunéénych membranach a snizuje lepivost krevnich desticek v krvi. Také je to antioxidant
rozpustny v tucich a jeho oxidovana forma muze byt redukovana kyselinou askorbovou.
Zdroj vitaminu E z potravin neni ale dostacujici pro t€lni potfeby. VyuZiti jeho pfiznivych
ucinkil je omezeno kvili jeho nestabilité viici teplu, svétlu a kysliku, kde se pfeménuje na
chinon prostfednictvim tvorby epoxidu. Navic je vitamin E hydrofobn¢ aktivni, coz ztézuje
pfimou dispergaci do vodné faze. Enkapsulace vitaminu je nezbytna pro zvySeni
rozpustnosti v potravé a bunéénych membranach, pro lepsi stievni absorpci a prevenci pied
nepiiznivymi UCinky okolnich podminek a také pfed nepfiznivymi organoleptickymi
zménami v potravinach a napojich. Pro enkapsulaci vitaminu E existuje mnoho dodavacich
systému v zavislosti na ndkladech, snadnosti pouziti a biokompatibilité, jako jsou lipozomy,

noizomy a dalsi [35], [36].
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4 CHARAKTERIZACE VYBRANYCH POLYMERNICH TENZIDU

4.1 Poloxamer 184

Poloxamer 184 (Obr. 5) znamy také pod komerénimi nazvy Pluronic® L64 a Kolliphor®
P184 je bezbarva nebo témeéi bezbarva kapalina, snadno rozpustna ve vode¢, také velmi
snadno rozpustna v 96 % ethanolu, ale prakticky nerozpustna v etheru petrolejovém (50 °C
az 70 °C). Poloxamer 184 mé z dostupnych poloxameri nejvyssi detergencni aktivitu.
Vzhledem k nizkému iritanimu potencidlu pro kuzi a sliznice se tento poloxamer pouziva
hlavné jako Cistici prostfedek v jemnych pletovych ptipravcich, jako jsou Cistici ubrousky
pro odli¢eni make-upu. Uplatiiuje se také jako emulgator pro emulze typu O/V. Zakladni

fyzikalné-chemické vlastnosti P184 jsou uvedeny v Tabulce 2 [37], [38], [39].

CHs
HO 0 H
0 0
n m n

Obr. 5 Chemicky vzorec poloxameru 184 (m — 26, n — 30,
molekulova hmotnost 2900 g/mol) [40]

Tabulka 2. Vlastnosti poloxameru 184 [16], [37]

Molekulova hmotnost (g/mol) 2900
Pocet EO jednotek 26,36
Pocet PO jednotek 30
HLB 15
Bod zakalu (°C) 58
CMC (mol/l) 4,8 -10*
Povrchové napéti pii 23 °C, 1 g/l (mN/m) 41
Viskozita pii 23 °C, 60 rpm (mPa-s) 850

4.2 Poloxamer 188

Poloxamer 188 (Obr. 6) znamy také pod obchodnimi nadzvy Pluronic® F68 a Kolliphor®

P188 je bily voskovity prasek, také ve forme mikrokuli¢ek nebo vlocek. Je snadno rozpustny
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ve vode a v 96 % ethanolu a nerozpustny v petrolejovém etheru. Tento poloxamer mé velmi
dobré pénici vlastnosti, proto se pouziva hlavné ve sprchovych gelech, mycich pénéch,
holicich gelech. Také se vyuzivd v pfipravcich pro ustni hygienu, v zubnich pastach
a ustnich vodach. Lze jej také aplikovat jako stabilizator suspenzi, zlepSuje rozpustnost,
absorpci a biologickou dostupnost formulaci s obsahem omezené rozpustnych ucinnych
latek. Poloxamer 188 se dale pouziva jako zmékcovadlo, velmi dobry solubilizator
éterickych olejii, emulgator 1 koemulgator kosmetickych emulzi a mikroemulzi. Vlastnosti

poloxameru 188 jsou shrnuty v Tabulce 3 [16], [37], [41].

CH,
HO o H
0 o
n m n

Obr. 6 Struktura poloxameru 188 (m — 30, n -160,
molekulova hmotnost 8400 g/mol) [40]

Tabulka 3. Vlastnosti poloxameru 188 [16], [37]

Molekulova hmotnost (g/mol) 8400
Pocet EO jednotek 152,73
Pocet PO jednotek 28,97
HLB 29
Bod zékalu (°C) >100
CMC (mol/l) 4,810
Povrchové napéti pii 23 °C, 1 g/l (mN/m) 52
Viskozita pii 23 °C, 60 rpm (mPa-s) 1000

4.3 Poloxamer 407

Poloxamer 407 (Obr. 7), zndmy také pod ochrannou znamkou Pluronic® F127 a obchodnim
nazvem Kolliphor® P407, je neionicky tfiblokovy kopolymer, ktery je tvofen hydrofobnim
zbytkem polyoxypropylenu mezi dvéma hydrofilnimi jednotkami polyoxyethylenu. Ma
formu bilého prasku, ktery je rozpustny ve vodé, v ethanolu, isopropanolu, ale je

nerozpustny v mineralnich olejich. Tento poloxamer ma hlavni vyuziti jako zahustovadlo
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a gelaéni Cinidlo, dale je vyuzivan jako koemulgator a piisada pro upravu konzistence
v krémech a kapalnych emulzich. Dale byva aplikovan jako polymerni solubilizator pro
éterické oleje a dalsi ucinné latky ve farmaceutickych pfipravcich. Vyuziva se pfi
zpracovani pevnych disperzi pii michani, granulaci taveniny, sprejovém suseni
a vytlaCovani. Pouziva se jako stabilizator pro topicky podavané suspenze, dale v zubnich
pastach a tustnich vodach, kde se vyuziva zejména jeho schopnosti regulovat viskozitu.
V procesech mokré granulace je Kolliphor® P407 vhodny jako latka podporujici
rozpousténi, lubrika¢ni ¢inidlo a smacedlo. Z diivodu dobré solubilizacni kapacity, nizké
toxicity a také diky jeho kompatibility s biomolekulami a chemickymi pomocnymi latkami
byva tento poloxamer vyuzivan pro vyrobu hydrogelti. V nasledujici Tabulce 4 jsou uvedeny

vlastnosti poloxameru P407 [37], [42], [43].

CH,
HO (] H
0 o
n m n

Obr. 7 Struktura poloxameru 407 (m = 67, n = 200,
molekulova hmotnost 12 600 g/mol) [40]

Tabulka 4. Vlastnosti poloxameru 407 [16], [37]

Molekulova hmotnost (g/mol) 12600
Pocet EO jednotek 200,45
Pocet PO jednotek 65,17
HLB 22
Bod zékalu (°C) >100
CMC (mol/l) 2,8-10°
Povrchové napéti pii 23 °C, 1 g/l (mN/m) 41
Viskozita pii 23 °C, 60 rpm (mPa-s) 3100
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Systémy pro dorucovani aktivnich latek podporuji jejich fizené a cilené dodéni na misto
urceni. Lidska kiize pisobi jako bariéra proti pruniku exogennich molekul. Dodavaci
systémy jsou schopny zvysit permeaci aktivni slozky pies kozni vrstvy a regulovat jeji
koncentraci v kizi. Z kosmetického hlediska je hlavnim cilem udrzet U¢innou latku

v povrchovych vrstvach kiize a zabranit systémové absorpci.

Dalsi vyhodou téchto systémti je ochrana aktivnich slozek pted vnéjSimi vlivy, jako je svétlo,
teplo a kyslik, ¢imz se zvysuje stabilita produktu. Diky enkapsulaci aktivnich latek do
vhodného nosice jsou také omezeny ptipadné nezadouci interakce s jinymi molekulami
pfitomnymi v matrici produktu. Také mohou byt zlepSeny nékteré reologické a senzorické
vlastnosti produktu, coz se ptiznivé projevi na ndsledné manipulaci, pouziti a skladovani.
Prostiednictvim inkorporace do nosné¢ho materidlu lze také maskovat ptipadné nezadouci

aroma [34].

V kosmetickych ptipravcich se Ize setkat s riznymi typy systému pro dorucovani aktivnich
latek, jako jsou napftiklad vezikularni systémy (lipozomy, niozomy, transferzomy), emulze
(mikroemulze a nanoemulze) a ¢asticové systémy (mikroc¢astice a nanocastice) [44]. Jednou
z metod pfipravy dorucovacich systémd, kterd nachazi podstatné uplatnéni v kosmetickém
primyslu, je mikroenkapsulace. Tato technika mulze byt pouzita v kosmetickych
ptipravcich, jako jsou sprchové a koupelové gely, pletové vody a krémy, vlasové produkty,
opalovaci krémy, make-upy, parfémy, mydla, zubni pasty a dal$i. Prostfednictvim
mikroenkapsulace mohou byt ¢inné latky do pokozky dodéany cileng, bezpecné a efektivné

[34].

V oblasti farmakologie byly vyvinuty systémy na béazi nanocastic aplikované k 1écbé
onkologickych onemocnéni. Nanocastice jsou koloidni ¢astice o velikosti od 10 nm do
1000 nm, pfi¢emZ hlavnim cilem pfi jejich vyvoji jako nosného systému je moZnost regulace
velikosti ¢astic, povrchovych vlastnosti a zejména pak zplisobu uvoliiovani farmakologicky
ucinnych latek. Mezi vyhody dorucovacich systémul na bazi nanocastic patii také moznost
inkorporovat a nasledné¢ transportovat celou fadu terapeutickych latek, jako jsou napiiklad
mensi molekuly (jak hydrofilni, tak hydrofobni), peptidy, proteiny anebo nukleové kyseliny.
Inkorporované molekuly mohou byt z nanonosi¢t uvoliiovany kontrolované, v prib¢hu
daného Casu, proces mize byt také vyvolan prostfednictvim néjakého podnétu jedine¢ného

pro konkrétni misto dodani. Proteiny jsou skupinou piirodnich molekul, které maji jedine¢né



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

funkce a vysoky potencial pro aplikace v biomedicinskych védach. Jsou povazovany za
idedlni materialy pro pfipravu nanocastic diky své amfifilité, kterd jim umoziuje dobie
interagovat jak s 1é¢ivem, tak s rozpoustédlem. Nanocastice odvozené z ptirodnich bilkovin
jsou biologicky rozlozitelné a vhodné pro nejriznéjsi povrchové upravy, které usnadnuji
navazani 1éciv a specifickych ligand. Mezi proteiny, které mohou byt pouzity pro pfipravu
nanocastic jako nosicu, lze zatadit zein, gliadin, albumin, Zelatinu, elastin, s6jové (glycinin)

a mlécné proteiny (kasein) [45].

Je zndmo, Ze hydrofobni 1é¢iva vykazuji nizkou rozpustnost v biologickych tekutinach, coz
je hlavni omezeni v oralnim, parenteralnim a transdermalnim podanim. Z toho divodu je
pozornost vénovana studiu inkorporace téchto latek do polymernich micel. Amfifilni
blokové kopolymery na bazi poly(ethylenoxid)u a poly(propylenoxid)u jsou termoreaktivni

materialy, které vykazuji jedinecné agregacni vlastnosti ve vodném médiu [46].

Chaudhari a kol. [47] se ve své studii zabyval solubilizaci ve vod¢ slabé rozpustného 1é¢iva
Lamotriginu, a to prostfednictvim jak jednoduchych, tak smiSenych polymernich micel typu
Pluronic (Pluronic F68, Pluronic L81). Micelarni formulace byly pfipraveny s pouzitim
riznych pomeért 1é€ivo:polymer. Vysledky prokazaly, Ze solubilizace Lamotriginu byla
usnadnéna se vzrustem koncentrace blokovych kopolymert a teploty. Naopak zadné zasadni
zvySeni nebylo pozorovano pfi ptidavku soli. SmiSené micely vykazovaly pomérné vysokou
ucinnost inkorporace, kapacitu plnéni a fizené uvoliilovani modelového 1é¢iva v porovnani

s jednoduchymi micelami.

Ren a kol. [48] studovali uvolnovani methotrexatu, coZ je znamé cytostatikum vyuzivané
v medicing pro 1é€bu nadord, ze systému na bazi poloxameru. Diky kombinaci fyzikalniho
ukotveni a chemické konjugace dochdzelo ke dvoufazovému uvoliiovani aktivni latky, kdy
uvolnéni konjugovaného methotrexatu. Bylo tedy dosaZeno prodlouzeného Casu piisobeni

1é¢iva a doslo 1 ke zlepSeni jeho biodostupnosti.

Ve studii [49] autofi zkoumali polymerni micely slozené z Poloxameru P407 a Pluronicu
P123 jako potencidlni nosi¢e pro oralni podani antiretrovirového (hydrofobniho) 1é€iva
Nevirapinu. Tento 1€k slouzi pro 1écbu AIDS, ale jeho uZzivani je doprovazeno velmi
nepiijemnymi vedlejSimi ucinky. Z tohoto diivodu je pfedmétem vyzkumu tvorba takového
dorucovaciho systému, ktery by posilil klinicky potencial 1€ku. Vzijemné interakce
jednotlivych slozek smiSenych micel byly charakterizovany pomoci infracervené

spektroskopie (FTIR), diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) a rentgenovych
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difrak¢nich studii (XRD). Vysledky prokazaly, ze byly ziskany malé ¢astice s dostate¢né
vysokou hodnotou zeta potencialu, ktera zajiSt'uje stabilitu a prevenci vii€i agregaci. Bylo
také zjisténo, ze Nevirapin ma dostateCnou kompatibilitu s pomocnymi latkami. Ptipravené
systétmy prokdzaly vysokou enkapsulacni UcCinnost zachyceni a fizené uvolilovani
testovaného 1éCiva 1 pifi nizsi koncentraci polymeru, coz je predurCuje pro zarazeni do

stavajici antiretrovirové terapie.

V praci autorit Minnelli a kol. [50] se zabyvali inkorporaci epigallocatechinu-3-gallatu
(EGCG) do anionickych lipozomii ptipravenych zderivati phosphoethanolaminu,
phosphocholinu a cholesterolu, za i¢elem ochrany molekuly a zvySeni jeji efektivity dodani
na misto uréeni. EGCG je polyfenolicky katechin ze zeleného caje, ktery ma znacnou
biologickou aktivitu u degenerativnich procesi souvisejicich s vékem, kde hraje hlavni roli
oxidacni stres. Pfidavek poloxameru P407 zasadné zvysil stabilitu pfipravené nanodisperze,
coz bylo prokézano pomoci dynamického rozptylu svétla. Vysledky ukazaly, Ze lipozomalni
castice s enkapsulovanym EGCG a pifidavkem P407 vykazoval vynikajici antioxidacni
aktivitu ve srovnani s volnym EGCG a predstavuji tak perspektivni systém pro 1écbu

onemocnéni zplisobenych oxidacnim stresem.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Cile této diplomoveé prace byly:
- pfiprava vodnych roztokli poloxamert a poloxameru s piidavkem aktivnich latek,
- studium fyzikalné-chemickych a stabilitnich vlastnosti pfipravenych systémd,

- diskuze dosazenych vysledkii.
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7 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A POSTUPY

7.1 Pouzité chemikalie
Poloxamer P184, Aldrich
Poloxamer P188, Sigma
Poloxamer P407, Sigma
Thymol, Sigma

Fosfatovy pufr (pH 7), Penta
Ftalatovy pufr (pH 4), Penta
Tymidnovy olej, Nobilis Tilia
Eukalyptovy olej, Nobilis Tilia
Carbopolovy gel, Fagron
Mueller Hinton Agar (MHA)
Mikroorganismy: Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Escherichia coli CCM 3954

7.2 PouZzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy Sartorius Basic 110 S

Magnetické michadlo Lavat Chotutice

Magnetické michadlo MAGNETIC STIRRER HI 190 M
Ultrazvukova lazen KRAINTEK K10

Tenziometr Easy Dyne Kriiss

Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou pH elektrodou HC 103
Zetasizer Nano ZS Malvern

Viskozimetr BROOKFIELD DV — III ULTRA se spindlem SC4-18
Spektrofotometr photoLab 6600 UV-VIS

Mikropipety Eppendorf reaserch plus
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Parafilm M Laboratory Seal film

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné baiiky, pipety, odmérné vélce, tyCinky, 1zicky)

7.3 Priprava roztoki poloxameri

Byly pfipraveny 1 hm. %, 2 hm. % a 5 hm. % vodné roztoky poloxameru tak, ze bylo
navazeno vypoctené mnozstvi poloxameru s presnosti na 0,0001 g. Tato navazka byla
rozpusténa ve vypocitaném mnozstvi destilované vody na magnetickém michadle pii
500 rpm (do 10 minut). Pro stanoveni bodu zékalu byl pfipraven 1 hm. % vodny roztok

daného poloxameru stejnym zptisobem jako u stanoveni CMC.

7.4 Priprava roztoka poloxamerii s aktivni latkou

Do zésobnich roztokl poloxamert ptipravenych dle kapitoly 7.3 byly pfidany aktivni latky
o koncentracich 0,5 hm. % a 1 hm. %. Vzorky byly homogenizovany na magnetickém
michadle pti 500 rpm nebo vloZeny do ultrazvuku vyhtatého na 40 °C. Podminky piipravy

jednotlivych roztokt jsou shrnuty v Tabulce 5.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

36

Tabulka 5. Podminky ptipravy roztokt

P184 P188 P407
0,5 hm. %
P ’ . michadlo (500 rpm)
tymiinovy olej michadlo (500 rpm)
60 az 90 min :
michadlo (500 rpm) michadlo (500 rpm)
o 60 min - 60 az 90 min
. % UTZ (40 °C) n
tymianovy olej 15 min U1Z (40 °C)
15 min
0,5 hm. % michadlo (500 rpm)
eukalyptovy olej michadlo (500 rpm) 60 min
60 min {
michadlo (500 rpm) michadlo (500 rpm)
0 60 min + 60 min
1 hm. % UTZ (40 °C) .
eukalyptovy olej 15 min UTZ 40°0)
15 min
michadlo (500 rpm)
90 min . .
0,5 hm. % N michadlo (500 rpm) | michadlo (500 rpm)
60 az 90 min 120 min
thymol
UTZ (40 °C) + +
30 min UTZ (40 °C) UTZ (40 °C)
30 min 60 min
1 hm. %
thymol

Vzorky po ptipraveé byly prasvitné nebo mlécné, rozpustnost zavisela na typu a koncentraci

poloxameru i aktivni latky (pfiklad na Obr. 8). HorS§i homogenita byla pozorovéana u systému

1%nich poloxamert s 1 % aktivni latky, konkrétné pak vzorek P184 s thymolem nepodaftilo

zhomogenizovat ani po delSim ¢ase michani/piisobeni UTZ. Z toho diivodu nebylo mozno

u tohoto roztoku méfit pozadované charakteristiky.
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a) b)

Obr. 8 a) Vzorky 2 hm. % P184 s 0,5 a 1 hm. % thymolem
b) Vzorky 5 hm. % P184 s 0,5 a 1 hm. % eukalyptovym olejem

7.5 Stanoveni kritické micelarni koncentrace jednotlivych poloxameru

Pro urceni kritické micelarni koncentrace bylo pfipraveno 100 ml zdsobniho roztoku
poloxameru o koncentraci 5 hm. % navdzenim vypocitaného mnozstvi s piesnosti na
0,0001 g. Tato navazka byla rozpusténa v destilované vod¢ a michana na magnetickém
michadle (500 rpm max. 10 minut). Po rozpusténi byl vzorek kvantitativné pieveden do

odmérné banky a destilovanou vodou doplnén po rysku.

Kritickd micelarni koncentrace byla stanovena méfenim povrchového napéti na tenziometru
(Obr. 9), za pouziti metody Wilhelmyho desticky pii teploté 25 °C a 45 °C. Ze zasobniho
roztoku daného poloxameru (5 hm. %) byly pfipraveny pracovni roztoky do 50 ml
odmérnych banék, a to o koncentracich od 0,01 do 1,5 hm. % dle zfed’ovaci rovnice (17).
Nésledné byly jednotlivé roztoky pielity do misek tenziometru vytemperované na
poZadovanou teplotu a po ustdleni bylo zméfeno povrchové napéti (hodnoty byly
automaticky pfistrojem primérovany z 5 méteni). Hodnoty kritické micelarni koncentrace
byly nasledn€ vyhodnoceny vzdy ze dvou sérii méfeni. Dale bylo zméteno povrchové napéti

u smési tenzidd, a to u 1 hm. % poloxameri, vZzdy v poméru 1:1.

c'Vi=c,"V, (17)
Kde
i koncentrace zasobniho roztoku [mol/I]
Vi objem zéasobniho roztoku [1]
c2 koncentrace pracovniho roztoku [mol/l]

V> objem pracovniho roztoku [1]
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Obr. 9 Tenziometr EasyDyne, Kriiss
7.6 Stanoveni bodu zakalu

Pted méfenim byl pfipraven vodny roztok daného poloxameru o koncentraci 1 hm. %
navazenim vypocitaného mnoZstvi s pfesnosti na 0,0001 g. Tato navazka byla rozpusténa
v destilované vod¢ a michana na magnetickém michadle (500 rpm, max 10 minut). Po
rozpusténi byl vzorek kvantitativné preveden do odmérné baiky a destilovanou vodou

doplnén po rysku.

Takto ptipraveny vzorek byl nalit do 1 tfetiny sklenéné zkumavky, do které byl vlozen
teplomér. Zkumavka byla vlozena do vodni lazn¢, ktera byla postupné zahtivana a nasledné
byla sledovana teplota vytvotfeni zakalu. Hodnoty bodu zakalu jsou primérem ze dvou

meteni.
7.7 Méreni viskozity

Pro méfteni viskozity byly pouzity vzorky poloxamerd a poloxamerl s aktivni latkou
ptipravené dle postupu v kapitole 7.3 a 7.4. Do nadobky viskozimetru bylo nalito pfiblizné
8 ml vzorku a nddobka byla vlozena do kalibra¢niho pouzdra, k némuz bylo pfipevnéno
teplotni ¢idlo. Toto méfeni bylo provadéno na pfistroji Brookfield (Obr. 10) pii 50 rpm za

pouziti spindlu SC4-18 pfi teploté 25 °C. Hodnoty viskozity jsou primérem ze dvou méfenti.
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80800

Obr. 10 Viskozimetr Brookfield
7.8 Méreni velikosti ¢astic pomoci DLS

Pfipravené roztoky poloxamerii a poloxamert s aktivni latkou byly zfedény filtrovanou
destilovanou vodou pftipravenou pomoci filtru o velikosti pért 0,45 pm (0,5 ml vzorku
a 1 ml filtrované destilované vody). Takto pfipravené vzorky byly nality do kyvety typu
DTSOO012, ktera byla umisténa do piistroje Zetasizer ZS Malvern a byla zjisténa distribuce
a primérna hodnota velikosti ¢astic. Méteni vzorku probihalo pfi teploté 2543 °C. Pfistroj
automaticky vyhodnotil 3 hodnoty, které byly nasledné zprimérovany. Vysledky jsou pak

primérem ze dvou sérii téchto meteni.

7.9 Méreni stability ¢astic pomoci zeta potencidlu

Pro méfeni zeta potencidlu byly roztoky poloxamerti a poloxamerd s aktivni latkou také
ziedény filtrovanou destilovanou vodou (6 pl vzorku a 3 ml filtrované destilované vody).
Takto ziedéné vzorky byly pomoci injekéni stiikacky naplnény do kyvety typu DTS1070
pro méfeni zeta potencialu, kterd byla umisténa do pfistroje Zetasizer ZS Malvern a hodnoty
byly z pfistroje automaticky vyhodnoceny jako primér ze tfi méfeni. Vysledky jsou pak
prumérem ze dvou sérii téchto méteni. Méfeni probihalo pfi teploté 2543 °C.

Déle byla u vzorkt sledovana jejich stabilita, a to méfenim velikosti ¢astic a zeta potencialu

po 7, resp. 60 dnech stani pti 2543 °C a 4+3 °C. Mé&feni probihalo stejné jako v kapitolach
7.8a7.9.
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7.10 Stanoveni maximalni aditivni koncentrace

Pro stanoveni maximalni aditivni koncentrace (MAC) byly pfipraveny zasobni roztoky
poloxamert o koncentraci 2 hm. % tak, Ze bylo navazeno vypoctené mnozstvi poloxameru
s presnosti na 0,0001 g. Tato navazka byla rozpusténa ve vypocitaném mnozstvi destilované
vody a smés byla michana na magnetickém michadle pti 500 rpm pfi laboratorni teploté. Do
téchto roztokl byl nasledné ptidan tymidnovy olej o koncentraci 1 hm. %, smés byla dale
michana na magnetickém michadle pti 500 rpm 1 hodinu a dale pomoci ultrazvukové 1dzné
(40 °C, 30 minut). Z téchto zasobnich roztokti byly ptipraveny pracovni roztoky v rozsahu
koncentraci aktivni latky 0,01 az 0,5 hm. %. Nasledn¢ byla méfena absorbance

spektrofotometricky pii vinové délce 630 nm.

7.11 Antibakterialni ucinek — diskova difuzni metoda

Pro stanoveni antibakteridlni Uc¢innosti byla vyuzita agar difuzni metoda. Byl vybran
poloxamer P407 (o koncentraci 1 hm. %) s obsahem aktivnich latek thymolu, tymianového
a eukalyptového oleje o koncentraci 1 hm. %. Tato smés byla inkorporovana do zakladu
tvofeného carbopolovym gelem, pro lepsi manipulaci pii provadeni testu. Pro srovnani byly
pfipraveny i vzorky samotnych aktivnich latek v carbopolu (o koncentraci 1 hm. %) bez
poloxameru. Test probihal na Petriho miskach s Mueller-Hinton agarem, na které byl
naockovan 1 ml bakterialni suspenze o koncentraci 0,5 McF (testované mikroorganismy —
Escherichia coli a Staphylococcus aureus). Po zaschnuti byly na povrch pidy sterilni
pinzetou polozeny dva sterilni disky o priméru 6 mm, na néz bylo postupné naneseno
(pomoci mikropipety s ofiznutou Spi¢kou) 50 ul gelového vzorku. Misky byly poté
kultivovany pfi teploté 35 °C 24 hodin. Po této dob& byly vyhodnoceny piipadné inhibi¢ni

z6ny jako priméry okolo vzorkil, kde nebyl zaznamenan bakteridlni rist.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzidii a jejich smési

Kriticka micelarni koncentrace poloxamert a jejich smési byla stanovena pomoci méteni
povrchového napéti metodou Wilhelmyho desticky. Hodnoty povrchového napéti byly
vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci dané¢ho tenzidu nebo smési tenzidu. Z grafa
byla pak v oblasti charakteristického zlomu pomoci priseciki smérnic vyhodnocena kriticka
micelarni koncentrace, ktera se v pfipadé polymernich tenzidd pohybuje tadove
desetinach hm. %. Ptiklad zavislosti povrchového napéti na koncentraci poloxameru P188

je uveden na Obr. 11.

50 y =-22,71x + 50,64

y =-3,9x + 48,53

y =-1,2895x + 46,824
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Obr. 11 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci
tenzidu P188 pti 25 °C

Z grafu je patrné, Ze kiivka zavislosti povrchového napéti na koncentraci polymerniho
tenzidu nemda upln€ klasicky charakter, ale lze pozorovat dva zlomy. Ohledné jejich
interpretace se védecké studie Casto rozchézeji. Napiiklad v praci Samitha a kol. [51] byla
hodnota CMC tenzidu F68 stanovena z prvniho inflexniho bodu kiivky z tenziometrického
méfeni. Na druhou stranu, ve studii [52] byly pro surfaktant Lutrol F127 (odpovida P407)
ziskany kiivky se dvéma zlomy, kdy druhy z nich je pfi¢itan vzniku klasickych micel,
zatimco pro prvni zlom neexistuje zcela jednotné vysvétleni. Nékteti autofi se domnivaji, Ze
muze jit o disledek tvorby agregatii do dimerti a vétSich celktl. Jiné studie predpokladaji, ze

prvni zlom muze indikovat zménu usporadani molekul polymerniho surfaktantu na fazovém
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rozhrani. Detailngj$i rozbor chovani tenzidu F68 na fazovém rozhrani olej/voda je uveden
v praci Svitove [53]. Kontinudlni tenziometrii byla ziskana kiivka obsahujici tfi regiony,
pricemz kazdy odpovida urcitému uspotadani tenzidu na rozhrani, a to od expandované
molekuly pies stiedni konformaci az po specifické usporadani molekul do formy podobné

,,vlasence*.

Micelizacni parametry vSech testovanych kopolymer méfené pii 25 °C jsou shrnuty
v Tabulce 6. Kritickda micelarni koncentrace zde byla vyhodnocena z prvniho zlomu na
kiivce zavislosti povrchového napéti na koncentraci, hodnoty v mM byly vypocitany
s ohledem na stfedni molekulovou hmotnost kopolymert. Z tabulky je patrné, ze hodnoty
CMC se pohybuji v rozsahu od 0,01 do 0,16 mM. Z literarni reSerSe vyplyva, ze kriticka
micelarni koncentrace zadsadné zavisi na vybrané metodé¢ méfeni, konkrétnim typu tenzidu,
pfitomnosti necistot, nebo jinych aditiv. Autofi Samith a kol. [51], ktefi studovali G€inky
micelizace Pluronicu F68 (odpovidd nasemu poloxameru P188) na cytotoxické vlastnosti,
naméfili pomoci tenziometrie hodnoty CMC v rozmezi 0,07 az 0,35 mM, které¢ zahrnuje

nami ziskanou hodnotu (0,16 mM).

V Tabulce 6 jsou dale uvedeny hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie AGm, adsorpce na
rozhrani I' a plocha a, kterou na rozhrani zaujima jedna molekula povrchové aktivni latky.
Z vysledki vyplyva, Ze za danych podminek dochazelo ke spontanni tvorbé micel
testovanych blokovych kopolymert, coz dokazuji zaporné hodnoty AGm. Nejvétsi adsorpee
na rozhrani (4,03 - 107 mol/m?) byla zaznamenana u tenzidu s nejniz§i molekulovou

hmotnosti P184.

Plocha, kterou zaujima jedna PO skupina je 0,11 nm?. Na zdkladé tohoto faktu 1ze odhadovat
celkovou plochu molekuly P184 a P188 (které obsahuji 30 PO skupin) na 3,3 nm?, P407 (65
PO skupin) na 7,12 nm?. Nami zméfené hodnoty se mirné li§i (u prvnich dvou poloxamerti
jsou vyssi nez teoretickd hodnota) a naopak u P407 je zmétena plocha a niz§i. Dlivodem
u posledniho zminéného kopolymeru miize byt fakt, Ze molekula neni adsorbovana ve své
expandované konfiguraci a na rozhrani se nachézi pouze jeji frakce. Na druhou stranu,

u poloxamerti P184 a P188 byl sledovan jev opacny [54].
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Tabulka 6. Micelarni charakteristiky poloxamernich roztoku pti 25 °C

Poloxamer CMC CMC ymin AGm r-10-7 a
[hm. %] | [mM] | [mN/m] [kJ/mol] [mol/m?] [nm?]
P184 0,15 0,05 37,4 -4702,62 4,03 4,12
P188 0,13 0,16 45,0 -5057,34 3,15 5,26
P407 0,13 0,01 38,7 -5057,34 3,93 4,23
Tabulka 7. Micelarni charakteristiky poloxamernich roztokt pti 45 °C
Poloxamer CMC CMC ymin AGm r-10-7 a
[hm. %] | [mM] | [mN/m] [kJ/mol] [mol/m?] [nm?]
P184 0,06 0,02 31,6 -7441,75 2,16 7,68
P188 0,11 0,01 38,4 -5838,46 4,20 3,95
P407 0,11 0,01 38,6 -5838,46 4,23 3,92

Micelizacni proces blokovych kopolymert je siln€ zavisly na teploté, proto bylo provedeno
také méteni pii zvysSené teploté (45 °C). Obecnym piedpokladem je, Ze se zvySujici se
teplotou klesa hodnota CMC diky zvySujici se hydrofobicité propylen-oxidovych skupin.
Toto tvrzeni bylo prokdzano také naSim méfenim, jak je patrné nejen z hodnot CMC
a minimalniho dosazeného povrchového napéti Ymin, ale také z Gibbsovy energie micelizace
AGn, u niz plati, Zze ¢im vice ma zapornou hodnotu, tim snaze proces tvorby micel probiha
(Tabulka 7). Nejvyrazné€jsi pokles kritické micelarni koncentrace v mM (o cely jeden tad)
byl pozorovan u vzorku P188. S rostouci teplotou doSlo také k poklesu minimalniho
dosazeného povrchového napéti Ymin (coZ je zfetelné 1 ze srovnani zavislosti povrchového
nap¢ti na koncentraci (Obr. 13)) a plochy, kterou zaujima jedna molekula na rozhrani

agregatu, s vyjimkou P184, kdy byl naopak sledovan nariist tohoto parametru.

Pokles hodnoty CMC u poloxamernich surfaktantli byl zaznamenan také v praci autorii
Gyulai a kol. [55], ktefi vyuzili metodu fluorimetie. V ptipadé F127 (odpovidd nasemu
P407) ziskali hodnotu kritické miceldrni koncentrace 3,3 g/l pti 25 °C a 0,09 g/l pii 37 °C,

coZ odpovida koncentraci 0,3 a 0,009 hm. %. Podobné byla sniZena kritickd micelarni
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koncentrace u smési na bazi poloxameru 407 a Pluronicu 123. ZvySenim teploty z 25 na

45 °C doslo k poklesu CMC o zhruba 38 % [49].

25°C a45°C
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Obr. 12 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci
tenzidu P184 pti 25 °C a 45 °C
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Obr. 13 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci
tenzidu P188 pti 25 °C a 45 °C
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Obr. 14 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci
tenzidu P407 pii 25 °C a 45 °C

Vzhledem k tomu, Ze fada tenzidovych smési vykazuje synergické ti€inky, bylo v dalsi ¢asti
pfistoupeno k méfeni povrchového napéti kombinaci poloxamert v poméru 1:1. Vysledky
jsouuvedeny na Obr. 15 a v Tabulce 8. Hodnoty CMC smési ziskané z experimentalnich dat
(CMC") potvrzuji synergicky ucinek, jelikoz v ptipadé viech kombinaci doslo k poklesu
koncentrace tvorby prvnich micel. Tento jev je nejvice patrny na smésich s obsahem P188,
ktery mél sam o sobé CMC hodnotu o ad vyssi (viz Tabulka 6). Pro srovnani jsou v Tabulce
8 uvedeny 1 hodnoty CMC¢, které byly pocitany z Clintonova vztahu (Rovnice 1). Data
ukazuji, ze v pfipadé kombinaci P184:P407 a P188:P407 byly tyto teoretické hodnoty nizsi,
zatimco u P184:P188 byl zaznamenan nartist oproti vysledku ziskanému z experimentalniho
méteni, pomoci prisecikii smérnic.

PtestoZze hodnoty Ymin se pohybovaly okolo 40 mN/m, tedy o néco vys, neZ v piipadé
jednotlivych poloxameri z hodnot Gibbsovy micelarni energie je ziejmé, Ze smesné roztoky
meély pozitivni vliv na tvorbu micel. Zarovenn doSlo ke zvySeni adsorpce na rozhrani
a poklesu plochy a, a to az na 1,73 nm? v ptipadé kombinace P188:P407. Tento fakt je
disledkem tésnéj$iho usporaddani molekul na rozhrani a tim i efektivnéjsi adsorpce. Pro
charakterizaci smésnych micel slouzi parametr B, kdy negativni odchylka od idedlniho
miseni indikuje pisobeni pfitazlivych sil mezi molekulami surfaktantu v micele. Synergicky
ucinek smési tenzid byl nasim métenim potvrzen, hodnoty B byly v rozsahu od -1,6 do
-3,8. Hodnoty xm vypovidajici o sloZzeni smésné micely se zdsadné neliSily od piivodniho

slozeni smési.
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Obr. 15 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci

smési tenzidu pii 25 °C

Tabulka 8. Micelarni charakteristiky smési poloxamernich roztokd v poméru 1:1

P188:P184 P188:P407 P184:P407

CMC [hm. %] 0,02 0,03 0,02
CMC" [mM] 0,04 0,03 0,04
CMC* [mM] 0,08 0,02 0,02
ymin [mN/m] 429 41,9 40,3

AGm [kJ/mol] -10100,1 -8776,2 -9697,2
I -10-7 [mol/m?] 5,28 9,58 7,31
a [nm?] 3,15 1,73 2,27
XM 0,40 0,34 0,39
B -3,84 -1,56 -3,16

Pozn.: CMC"~ hodnoceno z experimentalnich dat, CMC® — po¢itano z Clintonova vztahu.

Synergické ucinky smési tenzidii byly prokazany i v praci autortt Thurna a kol. [56], ktefi

pfipravili a charakterizovali smésné micely na bazi poloxameru F127 (P407) a SDS.

Li a kol. [7] vyuzili smési Pluronicu P105 a konjugatu poly(ethylene glycol)-phosphatidyl

ethanolaminu pro enkapsulaci 1éku kamphotecinu pro zvySeni stability a cytotoxicity.
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8.2 Stanoveni bodu zakalu

Vysledky métfeni bodu zakalu stanovovaného u 1 hm. % poloxamernich roztokd jsou
uvedeny v Tabulce 9. Je patrné, ze dosazené vysledky velmi dobie koreluji s hodnotami
uvedenymi v literatufe [46]. Nejniz$i bod zdkalu (55 °C) byl naméfen u poloxameru
s nejnizs$i molekulovou hmotnosti, tedy P184. Dalsi dva poloxamery vykazovaly bod zakalu
vyssi nez 100 °C, pficemz vysoka hodnota bodu zdkalu u poloxamert P188 a P407 je

pficitana vysokému hydrofilnimu podilem PEO skupin v molekule.

Obr. 16 Méteni bodu zékalu 1 hm. % P184
vzhled roztoku a) pod bodem zékalu,
b) nad bodem zakalu

Tabulka 9. Bod zékalu poloxamernich roztokt

Poloxamer Bod zakalu [°C] [46] Bod zakalu [°C]
P184 57-61 55

P188 >100 >100
P407 >100 >100

8.3 Stanoveni viskozity

Viskozita u roztokli poloxamert bez a v pfitomnosti aktivnich latek byla métena pii 25 °C.
Z Obr. 17 je patrné, Ze s koncentraci polymernich tenzidl (od 1 do 5 hm. %) dochazelo
k nartistu hodnot viskozity, a to od 0,94 do 1,45 Pa-s pro P184, od 1,09 do 2,17 Pa-s pro
P188 a od 1,14 do 2,58 Pa-s pro P407. Nejvétsi zvySeni, a to o 56 % bylo sledovéano prave
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v pfipadé posledniho zminéného poloxameru P407, ktery mé& ztestovanych

surfaktantli nejvyssi molekulovou hmotnost (12 600 g/mol).

W P184 mP188 mP407

Viskozita [Pa.s]

1% 2% 5%

Koncentrace poloxameru [hm. %]

Obr. 17 Graf zavislosti viskozity na koncentraci poloxamert

Podobné, v pfipadé systémul s aktivnimi latkami, dochazelo ke zvySovani viskozity
s rostouci koncentraci poloxameri (Obr. 18, Obr. 19, Obr. 20). V ptipadé 1 a 2 hm. %nich
roztokli se hodnoty pohybovaly v rozmezi od cca 0,7 do 1,8 Pa‘s, tedy podobné jako
u samotnych poloxamernich roztokd. K vy$§imu nartistu hodnot (az na vice nez 7 mPa-s
v piipad¢€ P184 s 1 hm. % thymolu) doslo v pfipadé 5 hm. %nich roztokl. Naptiklad mezi 2
a 5 hm. %nim roztokem P184 s 1 hm. % thymolu ¢inil rozdil ve viskozité vice nez 87 %.
Z vysledki je tedy ziejmé, ze zasadni vliv méla koncentrace kopolymeru. Na druhou stranu,
pfi srovnani hodnot ziskanych métenim riznych piidavkt aktivni latky nebyl zjistén zasadni
rozdil, pouze s vyjimkou systému P184 (5 hm. %), kdy rozdil hodnot ¢inil okolo 31 % pfi
srovnani 0,5 a 1 hm. % ptidavku thymolu. Po srovnani jsou v grafech uvedeny cerné kiivky

znacici viskozity samotnych poloxamernich roztoki.
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Obr. 18 Graf zavislosti viskozity na koncentraci tenzidu P184
s aktivnimi latkami
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Obr. 19 Graf zavislosti viskozity na koncentraci tenzidu P188
s aktivnimi latkami
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1% thymol

0,5% tymianovy olej
1% tymianovy olej
H 0,5% eukalyptovy olej
M 1% eukalyptovy olej
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Obr. 20 Graf zavislosti viskozity na koncentraci tenzidu P407
s aktivnimi latkami

8.4 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic a distribuce ma zasadni vliv na vlastnosti a stabilitu koloidnich systému [60].
Z tohoto diivodu bylo méfeni provadéno ihned po ptipraveé roztokid a nasledné pak po tydnu,
resp. dvou meésicich skladovani (kapitola 8.6). Vysledky meéteni velikosti ¢astic vzorki
samotnych poloxamernich roztokd jsou uvedeny na nésledujicich Obr. 21 az Obr. 23.
rostouci koncentraci ke zvySovani velikosti ¢astic (v rozsahu od 43 do 222 nm). Odli$ny
trend byl sledovan u dalSich dvou poloxamert (P188, P407), kdy se zvySujici se koncentraci
byly naméfeny mensi ¢astice. Podobny jev byl sledovan ve studii autort AL-Obaidy a kol.
[58], kdy s rostouci koncentraci poloxameru P407 doslo ke snizeni velikosti Selakovych

nanocastic ze 120 nm na cca 80 nm.
Cerné kiivky v grafech znazoriuji hodnoty PdI, které mély ve vétsing piipadii sestupny trend
s rostouci koncentraci poloxamerd. Jejich hodnoty se u 1 %nich roztokli pohyboval od 0,52

az 0,72, zatimco u 5 %nich poloxamert byly hodnoty Pdl v rozsahu 0,26 az 0,54.
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Obr. 21 Graf zavislosti velikosti ¢astic a polydisperzity na koncentraci
tenzidu P184
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Obr. 22 Graf zavislosti velikosti ¢astic a polydisperzity na koncentraci
tenzidu P188
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Obr. 23 Graf zavislosti velikosti ¢astic a polydisperzity na koncentraci
tenzidu P407

Obecné plati, ze poloxamerni micely jsou schopny ve vodnych roztocich tvofit sférické
¢astice s hydrofobnim jadrem tvofenym PPO bloky a hydrofilnim obalem na bazi
hydratovanych PEO fetézcl. V zavislosti na koncentraci a teploté¢ vykazuji ovSem tyto
kopolymery zna¢ny polymorfismus, miiZze tedy dochéazet k tvorbé dalSich vétSich agregati,
od sférickych, pfes tyCinkovité, az po prodlouzené elipsoidy. Lze tedy s urcitosti
konstatovat, Ze vysledna konfigurace a agregacni ¢islo zavisi na vice faktorech [57]. Pfesto,
jednu z klicovych roli, ovliviiyjicich velikost poloxamernich agregatli, hraje molekularni
struktura a délka, piipadné pocet hydrofilnich a hydrofobnich blokii. Castice poloxameru
P407, ktery obsahuje ve své molekule vice etylenoxidovych a propylenoxidovych jednotek
(EO100POssEO100) miize zaujimat vétsi velikost nez micela P184 (EO13PO30EO13). Tento

fakt se projevil i u nasich vzorki pii nizSich koncentracich 1 a 2 hm. % (Obr. 21, Obr. 23).

Vysledky méfeni velikosti ¢astic u roztokil poloxamert s aktivnimi latkami jsou uvedeny
v Tabulkach 10 az 12. V ptipadé€ systému s thymolem, doSlo opét se zvySenim koncentrace
poloxameru P184 k nartstu velikosti ¢astic, naopak u P188 a P407 byl sledovan pokles
hodnot. Vyjimkou tvofil roztok P188 s 1 hm. % thymolu, kde byl zaznamenan narist od 36
do 661 nm s koncentraci tenzidu od 1 do 5 hm. %. V ptipad¢ vzorkll s tymianovym a
eukalyptovym olejem dochéazelo vétSinou ke snizovani velikosti ¢astic s rostouci koncentraci

tenzidu, a to 1 v pfitomnosti P184, s vyjimkou vzorku s 1 hm. % tymianového oleje. Je nutno

vvvvv
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mohlo tak dochézet snaze k sedimentaci, ¢i agregaci Castic, coz se mohlo pak projevit na

vykyvech a kolisani nékterych hodnot velikosti ¢astic.

Je zajimavé, ze v nékterych piipadech bylo pozorovano snizeni velikosti poloxamernich
Castic se zabudovanou aktivni latkou v porovnani se samotnymi poloxamery. Napftiklad pti
koncentraci 0,5 hm. % tymianového oleje byl u P407 prokézan zasadni pokles velikosti

oproti samotnym poloxamertim (Obr. 23), a to az 82 % a 86 % pro 1 a 2 hm. %ni roztoky.

Odlisny jev byl sledovan nékterymi dalSimi autory [49], [59], kde se velikost micel (na bazi
P407, ptipadné smeési s Pluronic 123) po enkapsulaci aktivni latky zdsadn€ nezménila, nebo
se mirn¢ zvysila.

V piipad¢ naSich vzorkid byla nejmensi velikost ¢astic (22,1 nm) naméfena u systému
5 hm. % P188 s 0,5 hm. % thymolu, naopak nejvétsi castice obsahoval roztok 5 hm. % P184
s 1 hm. % tymidnového oleje (692,9 nm).

Tabulka 10. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamert s thymolem

Typ a koncentrace Koncentrace thymolu [hm. %]
poloxameru 03 !
[hm. %] Velikost [d-nm] PdI Velikost [d-nm] Pdl
1% 63,9 +0,6 0,40 +0,01
p1ss 2% 120,6 2,0 0,31 + 0,05 72,5+0,8 0,27 £ 0,04
’ 5% 370,6 £234 10,24+0,13| 478,6+44,5 |[0,28+0,15
1% 185,4+3,3 0,45+0,11 359+0,7 0,23 +£0,01
1 2% 48,4+ 6,8 0,38 + 0,28 77,1 +£1,1 0,23 £0,05
" 5% 22,1+0,3 0,24+0,02| 661,2+13,9 ]0,26+0,06
1% 315,7+11,9 10,27 £0,01 347,3+23,8 |0,38+0,15
by 2% 55,0+0,9 0,41 +0,01 323,0+9,9 0,41 £0,10
” 5% 22,5+0,3 0,13 +0,02 26,9 £0,2 0,25 +0,01
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Tabulka 11. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamerti s tymidnovym olejem

Typ a koncentr

ace

Koncentrace tymiianového oleje [hm. %]

poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d-nm] Pdl Velikost [d-nm] Pdl

1% 370,3+ 11,7 0,41 +£0,21 73,3+0,8 0,41 +£0,04
2% 265,7+6,0 0,36 £ 0,05 155,5+4,2 0,47 £ 0,04

T 5% 212,74+ 3,1 0,42 + 0,02 6929+64,3 |0,21 0,14
1% 141,7 £ 20,2 0,67 £0,21 1334+13 0,41+0,17
2% 35,5+5,6 0,36 + 0,09 322,1+43,1 0,49 +0,06

o 5% 92,4+ 53,6 0,44 £ 0,14 39,1+£1,5 0,27 £ 0,04
1% 42,6 £6,2 0,32 +0,11 59,8+ 1,2 0,33 +0,02
2% 28,1+04 0,27 £0,01 33,1+0,4 0,35+ 0,01

v 5% 23,7+0,3 0,16 +0,02 26,6 £ 0,67 0,25 £ 0,01

Tabulka 12. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamert s eukalyptovym olejem

Typ a koncentrace Koncentrace eukalyptového oleje [hm. %]
poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d'nm] Pdl Velikost [d-nm] Pdl
1% 533,8 £ 85,9 0,73 £ 0,06 675,8 +44.4 0,56 + 0,06
2% 402,1 +12,8 0,62 + 0,09 309,7£5,5 0,39+ 0,01
P184
5% 163,4 £3,8 0,11 +0,02 311,2+9,3 0,31 +0,05
1% 265,5+29 0,41+0,17 217,7+9,0 0,97 £ 0,05
2% 208,5+ 16,1 0,35+ 0,04 218,1+2,4 0,67 +0,21
P188
5% 128,9 +£ 62,9 0,89 £ 0,20 432,4 + 39,5 0,73 +£0,25
1% 41,3+4,0 0,42 + 0,09 37,0+ 1,4 0,39 £ 0,06
2% 27,1 £0,3 0,21 £0,04 31,6 £0,3 0,29 +£0,02
P407
5% 284 +0,1 0,28 £ 0,05 30,8 +£0,2 0,31 +£0,01
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8.5 Stanoveni zeta potencialu

Je obecné znamo, ze zeta potencial vyjadiuje elektrostaticky naboj Castice v zavislosti na
fyzikéalné-chemickych vlastnostech kapaliny, ktery nasledné ovliviiuje procesy agregace,
adsorpce a dispergace. Pokud castice nesou dostatecné velky kladny nebo zaporny naboj,

jsou povazovany za elektrostaticky stabilni v disledku elektrického odpuzovani [60].

Z grafu (Obr. 24) je patrné, ze zeta potencial vSech poloxamernich roztokl se pohyboval
v pomérné velkych zapornych hodnotach, a to presto ze poloxamery se fadi mezi neionické
blokové kopolymery. Tento jev nelze zcela spolehliveé vysvétlit. Spojnicové grafy v Obr. 24
znaci pH roztoki. Primémé pH 1%nich roztoki ¢inilo 7,4, u 2% roztokd 7,5 a u 5%nich

roztoku 7,1.

Vliv povrchové aktivnich latek na stabilitu, a tedy 1 zeta potencidl, riznych nosici je
predmétem fady studii. V praci [60] autofi studovali vliv riznych surfaktant na vlastnosti
nanostrukturovanych lipidovych nosi¢i. Pfidavek neionickych povrchové aktivnich latek
(poloxamer 188 a Tween 80) zde vedl ke snizeni rozdilu néboje od nulové hodnoty.
Predpoklada se, ze poloxamer tvofil charakteristické vétSi micelarni agregéaty, kdy méné
poléarni poly(propylenoxidové) segmenty se soustfedily do hydrofobniho micelarniho jadra
obklopeného vysoce hydratovanymi flexibilnimi poly(oxyetylenoxidovymi) fetézci.
ZvySeni zeta potencialu, bylo dosazeno s piidavkem ionického surfaktantu do sytému.

Nicméné, poloxamer P188 zajistil zvySeni sterické stability.

P184 P188 P407
0,0 7,8
-5,0 7,6
Z 10,0 7,4
T
® 15,0 7,2
2 T
[0} (o}
£ -20,0 { 7,0
o
£ 250 I 6,8
N
-30,0 6,6
-35,0 6,4

1% 2% 5% 1% =@=2% =@=5%

Obr. 24 Graf zavislosti zeta potencialu a pH na koncentraci tenzida
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Podobny jev byl prokézan v praci [58], kde autoti studovali nosi¢e na bazi Selaku s vyuzitim
poloxameru P407 jako stabilizatoru. Pfi méfeni zeta potencidlu bylo zjisténo, Ze s rostouci
koncentraci tohoto neionického surfaktantu dochazelo opét ke snizovani rozdilu hodnot od
nuly (pfi ptidavku 0,4 hm. % se naboj pohyboval okolo -15 mV), v dsledku adsorpce P407
vrstvy na povrchu castice a zvySeni sterické stabilizace. I pfi nasem méfeni vyvolalo
zvySovani koncentrace P407 z 1 na 5 hm. % sniZzovani rozdilu zeta potencialu, konkrétné
z-32na 21 mV (Obr. 24). OvSem, v ptipadé¢ dalSich dvou kopolymerti (P184 a P188) nebyl
sledovan stejny trend. Kolisani hodnot zeta potencialu s rostouci koncentraci P407 bylo
pozorovano v praci autorti Elgegrena akol. [61]. Kopolymer P407 zde byl vyuzit pro
potencidlni stabilizaci nanocastic na bazi alginatu a chitosanu. Pfi niz§ich koncentracich
poloxameru (0,1 na 0,3 hm. %) doslo nejdiive ke sniZeni zeta potencialu, ovSem pii vysSich

ptidavcich (0,5 na 1 hm. %) se hodnota zeta potencidlu opét zvysila.

Obecné pravidlo, Ze neionické surfaktanty nemaji zdsadni vliv na zeta potencidl nebylo
potvrzeno ani pii méfeni vzorkll poloxamert s aktivnimi latkami (Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27),
['u téchto systému se naboj pohyboval ve zna¢né zdpornych hodnotéach, a to az témét -40 mV
u vzorkli P184 stymidnovym olejem. Zde je ovSem nutno vzit v potaz pravé vliv
inkorporované aktivni latky. V rdmci diplomové prace zeta potencidl samotnych aktivnich
latek nebyl méten, ale z literarni reSerSe byly ziskany hodnoty -15 mV pro thymol [62]
a-25,6 mV pro tymianovy olej [63].

V grafech jsou také zndzornény vysledky primérti méfeni pH roztokli (Cerné kiivky).
Hodnoty se pohybovaly v rozsahu od 4,1 v ptipadé 5 hm. % P184 s 0,5 hm. % tymianového
oleje do 6,7 u roztoku 5 hm. % P407 s eukalyptovym olejem. V porovnani s pH samotnych

poloxamernich roztokii doslo tedy s pfidavkem aktivnich latek k mirnému poklesu hodnot.
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Obr. 25 Graf zavislosti zeta potencialu a pH na koncentraci

tenzidu P184
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Obr. 27 Graf zavislosti zeta potencialu a pH na koncentraci
tenzidu P407

8.6 Stabilitni studie

Stabilita pfipravenych systému byla hodnocena vizualn€ a dale pak méfenim velikosti ¢astic
a zeta potencialu, v urc¢itych ¢asovych intervalech od ptipravy vzorkl (po tydnu, resp. 60

dnech, kdy vzorky byly skladovany pti 25 °C, resp. 4 °C).

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 28 az Obr. 35) je srovnani fotek roztokd vybranych
poloxamert P407 s aktivnimi latkami potfizenych v den pfipravy, po tydnu skladovani pii
25 °C a po 2 mésicich pii 4 °C. Jak jiz bylo zminéno, horSi homogenita byla sledovana
u vzorkt obsahujicich 1 hm. % aktivni latky. Zatimco vzorky s 2 hm. % P407 a 0,5 hm. %
jsou homogenni a slabé prisvitné béhem celého stabilitniho testu, pfidavek aktivni latky
1 hm. % zpiisobil zdsadni zménu vzhledu roztoku (Obr. 28). Rozdil v téchto vzorcich byl

zasadné eliminovéan s pfidavkem poloxameru (na 5 hm. %), jak je ziejmé z Obr. 29.
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Obr. 28 Vzorky 2 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % thymolem
a) v den pripravy, b) po tydnu pti 25 °C, ¢) po 2 mésicich pti 4 °C

Obr. 29 Vzorky 5 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % thymolem
a) v den ptipravy, b) po tydnu pii 25 °C, c) po 2 mé&sicich pii 4 °C

U vzorkl s tymianovym olejem, byla jiz po tydnu skladovani pozorovdna zmeéna barvy
roztokli ze svétle mlé€né na naZloutlou. Je znamo, Ze nékteré oleje jsou citlivejsi vici
oxida¢nim mechanismim. Dulezitou roli hraji podminky skladovani a pfipadné odparovani
vodné faze, které mohou zpisobit zintenzivnéni barvy piivodné bezbarvych sloucenin, a to
1 bez jakékoliv degradacni reakce. Tento jev, tedy kompletni zména barvy viditelnd pouhym
okem, byl sledovan naptiklad u oleji z levandule, rozmarynu a pravé tymianu [64]. Na
druhou stranu, charakter roztokl se jiz dale neménil ani pfi delSim skladovani v lednici
(Obr. 30). Opét 1ze sledovat vliv rostouci koncentrace poloxameru P407 na vzhled vzorka

(zejména v den ptipravy), které se zménily z transparentnich na prithledné (Obr. 32).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

Obr. 30 Vzorky 1 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % tymidnovym olejem
a) v den pfipravy, b) po tydnu pti 25 °C, ¢) po 2 mésicich pii 4 °C

Obr. 31 Vzorky 2 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % tymidnovym olejem
a) v den piipravy, b) po tydnu pti 25 °C, ¢) po 2 mésicich pti 4 °C

Obr. 32 Vzorky 5 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % tymianovym olejem
a) v den piipravy, b) po tydnu pti 25 °C, ¢) po 2 mésicich pii 4 °C

Na zaklad€ vizualniho hodnoceni Ize konstatovat, Ze jako nejstabilnéjsi se jevily roztoky
s obsahem eukalyptového oleje, které beéhem stabilitniho experimentu v podstaté nemeénily
svij charakter (Obr. 33 az Obr. 35). Vyjimku tvofil vzorek 1 hm. % P407 s 1 hm. %nim
eukalyptovym olejem, u néjz byl po dvou mésicich skladovani pti 4 °C sledovan mlécny

zkal (Obr. 33c).
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Obr. 33 Vzorky 1 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % eukalyptovym olejem
a) v den ptipravy, b) po tydnu pii 25 °C, c) po 2 mésicich pii 4 °C

Obr. 34 Vzorky 2 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % eukalyptovym olejem
a) v den ptipravy, b) po tydnu pii 25 °C, c) po 2 mésicich pii 4 °C

a)

Obr. 35 Vzorky 5 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % eukalyptovym olejem
a) v den piipravy, b) po tydnu pti 25 °C, ¢) po 2 mésicich pii 4 °C

Me¢éftenim velikosti ¢astic po tydnu skladovani pfi laboratorni teploté bylo prokézano, Ze
pozitivni vliv na stabilitu méla rostouci koncentrace poloxamert, kdy v piipade 2 a 5 hm. %
roztokli nedochazelo k zasadnim zménam velikosti micel. Vysledky vybranych vzork jsou,

spolu s indexy PdI shrnuty v Tabulkach 13 az 15.
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Tabulka 13. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamert s thymolem po tydnu pii 25 °C

Typ a koncentrace

Koncentrace thymolu [hm. %]

poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d-nm] Pdl Velikost [d-nm] Pdl
1% 169,4 + 3,8 0,43 +0,03 376,3+9,9 0,19+ 0,02
2% 777,0 18,8 0,22 +0,11 32,2+0,1 0,27 £ 0,01
P184
5% 3123+ 7,1 0,33 + 0,05 3769+ 13,4 0,37+ 0,07
1% 130,3+0,8 0,56 + 0,01 - -
2% 50,7+0,5 0,27 +0,01 398,6 + 6,4 0,57 + 0,02
P407
5% 24,1 £0,1 0,06 + 0,03 34,6 £ 0,2 0,32 +0,01

Tabulka 14. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamerl s tymidnovym olejem po tydnu

pti 25 °C
Typ a koncentrace Koncentrace tymianového oleje [hm. %]
poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d-nm] Pdl Velikost [d-nm] Pdl
1% 453,8 £8.,7 0,31 +£0,01 288,5+5,5 0,50 £0,03
2% 403,4 £12,8 0,30 +£0,02 2783 £4,1 0,40 £ 0,06
P184
5% 331,1+9,4 0,48 £ 0,01 317,8+0,3 0,47 +0,01
1% 160,1 £7,8 0,99 +£0,01 581,1 £8,3 0,17 +0,02
2% 29,7+29 0,37+ 0,02 299,1 + 28,2 1,00 = 0,00
P188
5% 34,0+ 2,6 0,57+ 0,01 27,0+0,4 0,41 +£0,01
1% 34,9+0,2 0,19 +0,01 46,1 £1,1 0,27 + 0,04
2% 31,5+0,1 0,21 +£0,02 46,6 £0,3 0,37 + 0,00
P407
5% 24,6 £0,2 0,14 £ 0,01 39,5+0,2 0,62 + 0,04
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Tabulka 15. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamert s eukalyptovym olejem po tydnu

pti 25 °C
Typ a koncentrace Koncentrace eukalyptového oleje [hm. %]
poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d-nm] PdI Velikost [d-nm] Pdl
1% 206,2 £20,5 0,48 + 0,09 248,7+5,2 0,29 + 0,04
2% 199,7 £ 8,1 0,45 +0,01 219,7+4,9 0,34 + 0,06
P188
5% 257,2+5,6 0,39 + 0,06 1044 £5,8 1,00 £ 0,00
1% 39,5+0,2 0,62 + 0,04 63,9 +4.,8 0,69 £ 0,20
2% 30,3+£0,2 0,33 £0,01 343+0,5 0,30 + 0,02
P407
5% 27,8+ 0,3 0,24 + 0,02 31,9+0,5 0,37 £0,05

Obecné vzorky poloxamert o koncentraci 5 hm. % vykazovaly velmi dobrou stabilitu, coz

dokladuji 1 pfiloZené distribucni kiivky velikosti na Obr. 36 a Obr. 37.

Intenzita

[=R=)

10

100

Velilcost [d.nm]

1000

5% P407 5 0,5% thymolem (den piipravy)
3% P407 = 0.5% thymolem (po 1 tydno pfi 25°C)

10000

Obr. 36 Distribucni kiivky velikosti ¢astic 5 hm. % P407 s 0,5 hm. % thymolem
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Obr. 37 Distribu¢ni kiivky velikosti ¢astic 5 hm. % P407 s 0,5 a 1 hm. % tymidnového
oleje

Pomérné dobra stabilita byla ovSem prokézana 1 u n¢kterych 1 hm. % roztokt poloxamert.
Ze srovnani distribucnich kiivek velikosti ¢asti (Obr. 38) je patrné, Ze napiiklad vzorky
1 hm. % P407 sthymolem nevykazovaly zasadni zmény velikosti ¢astic po tydennim

skladovani. Doslo pouze k mirnému rozsifeni distribu¢ni kfivky a indexu Pdl.
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Velikost [d.nm]

1% P407 5 0.5% thymolem (den pfipravy)
1% P407 5 0,5% thymolem (po 1 tydnu pii 235 °C)

Obr. 38 Distribucni kiivky velikosti ¢astic 1 hm. % P407 s 0,5 hm. % thymolem

V ramci stabilitni studie byly vybrané vzorky hodnoceny i po 2 mésicich skladovani
v lednici pii teploté 4 °C (Tabulka 16). Z dat je patrné, ze v nékterych ptipadech dochazelo
k vykyviim hodnot, a to jak ke zvySovani v disledku agregacni nestability (napt. 1%ni P188
s thymolem), tak i k poklesu, z divodu kinetické nestability (napt. u vzorki P184
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s ptidavkem 1%niho eukalyptového oleje. Z vybranych vzorkll se jako nejstabilngjsi pii
tomto testu jevil 5%ni P184 s 0,5 hm. % eukalyptového oleje, kde doslo pouze k mirnému
snizeni velikosti, a to ze 163 (viz Tabulka 12) na 126 nm, a vzorek 5%ni P188 s 0,5 hm. %
thymolem, kde piivodni velikost ¢astic byla 22 nm (viz Tabulka 10) a po 2 mésicich 23 nm.
Ve druhém zminéném piipad¢ se nijak nezménil ani index polydisperzity (0,24).

Tabulka 16. Velikost ¢astic a polydisperzita poloxamert s thymolem a eukalyptovym
olejem po 2 mésicich pii 4 °C

Typ a koncentrace Koncentrace thymolu [hm. %]
poloxameru 0,5 1
[hm. %] Velikost [d-nm] PdI Velikost [d-nm] Pdl
1% 472,1 £ 6,7 0,21 +£0,03 769,7 + 60,4 0,38 +£0,24
2% 83,56+ 1,9 0,94 +0,11 254,9 + 6,0 0,14 £ 0,09
P188
5% 23,0+ 0,4 0,24 + 0,033 27,1+£0,7 0,38 £ 0,04
P407 1% - - 571,5+ 13,7 0,28 0,05
Koncentrace eukalyptového oleje [hm. %]
Velikost [d-nm] Pdl Velikost [d-nm] Pdl
1% 333,5+£52,7 0,55 +£0,08 461,9+ 1,3 0,40 £ 0,09
P184 2% 150,9+2,3 0,22 £ 0,01 228,5+4,4 0,21 +£0,03
5% 126,2 +£27,3 0,64 £0,12 68,4 +21,6 0,50 £0,12

V ramci hodnoceni stability vzorkd byly méfeny i hodnoty zeta potencialu, u kterych ovSem
nedochazelo k zdsadnim zméndm oproti roztokiim méfenym v den piipravy. Z toho divodu

zde nejsou zahrnuty.

8.7 Stanoveni maximalni aditivni koncentrace

Maximalni aditivni koncentrace (MAC) byla sledovana pomoci spektrofotometrického
meéfeni pfi vlnove délce 630 nm pro vybranou aktivni latku tymidnovy olej. Pfi zvySovani
koncentrace hydrofobni aktivni latky lze ptredpoklddat nartist absorbance, indikujici
nasyceni micely tenzidu a tvorbu kapek nesolubilizovaného esencidlniho oleje, ktery je
dispergovan ve vodné fazi [65]. Na zakladé tohoto méteni 1ze tedy vyhodnotit solubiliza¢ni

kapacitu daného tenzidu. Z vysledki (Obr. 39, Obr. 40, Obr. 41) je patrné, Ze testované tii
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typy poloxamert se chovaly rozdiln€. U poloxameru P184 (Obr. 39) doslo jiz velmi brzy
k z&dsadnimu nartstu absorbance, coz bylo zfejmé i pfi vizudlnim hodnoceni roztoku, ktery
byl pii koncentraci 0,1 hm. % tymidnového oleje jiz zcela zakalen. Za hodnotu MAC lze
povazovat oblast zdsadniho néartistu hodnot, coz v ptipadé P184 nastava jiz pii velmi nizké

koncentraci, a to okolo 0,02 hm. %.

0,9

0,8

0,7 [ ] [ ]
0,6 ®

0,5 Y

Al

0,3
0,2 ®
01 °

Obr. 39 Méfeni maximalni aditivni koncentrace tymidnového
oleje ve 2 hm. %nim P184

Na druhou stranu, absorbance roztokii poloxameru P188 (Obr. 40) se s koncentraci
tymidnového oleje zvySovala pomaleji. Pii niz§ich koncentracich oleje (cca do 0,3 hm. %)
byl narist hodnot spiSe zanedbatelny, zasadni zvySeni bylo zaznamenano pti koncentraci
0,5 hm. %, kterou lze povazovat za hodnotu MAC. Roztok byl pii této koncentraci slab&

zakaleny.
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Obr. 40 Méfeni maximalni aditivni koncentrace tymianového
oleje ve 2 hm. %nim P188
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Poloxamer P407 (Obr. 41) vykazoval pii nartstajici koncentraci tymidnového oleje mirny
nartist absorbance jiz od zhruba 0,1 hm. % ovSem zasadnéj$i nartst byl sledovéan

od 0,3 hm. %.

Obr. 41 Méfeni maximalni aditivni koncentrace tymianového
oleje ve 2 hm. %nim P407

Je zndmo, Ze solubiliza¢ni kapacita tenzidii zavisi na mnoha faktorech, jako napftiklad
charakter hydrofobni slozky 1 molekuly surfaktantu, koncentrace tenzidu, teplota, pH
a iontova sila. Rao a kol. [66] se ve své praci zabyvali studiem solubilizace citronového oleje
do smésnych micel na bazi neionickych tenzidi. Tweenu 80 a monopalmitatu sachardzy.

Byl zde potvrzen pozitivni vliv smésnych micel a ptidavku druhého tenzidu.

8.8 Stanoveni antibakterialni ué¢innosti

Antibakteridlni ucinek byl sledovan pomoci diskové difuzni metody popsané
v kapitole 7.11. Cilem bylo srovnat u¢inek samotnych aktivnich latek a nami pfipravenych
poloxamernich systémi s inkorporovanymi aktivnimi €inidly. Vzorky byly pted testovanim
zakomponovany do carbopolového gelu, za ticelem snazs§iho nanaseni na misky s agarem.
Samotny gel byl ¢iry a slouzil jako kontrola. Podobné¢ vypadal i 1 hm. %ni thymol v gelu
(Obr. 42a). Ostatni vzorky, byly mlécné a neprihledné, na Obr. 42 b) a ¢) jsou znazornény

vzorky thymolu inkorporovaného do poloxamert P184 a P188 a nésledné do carbopolu.
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Obr. 42 a) thymol v gelu, b) thymol v P184 v gelu,
¢) thymol v P188 v gelu

Vzorky samotnych aktivnich latek, thymolu a tymianového oleje v gelu prokazaly inhibi¢ni
ucinek vici vybranym mikroorganismim Escherichia coli a Staphylococcus aureus.
Primérna inhibi¢ni zéna tymianového oleje byla 10,5 mm (méfeno jako primér celé zony
vcetné disku) vii¢i obéma bakteriim. Thymol prokazal u¢innost pouze vici E. coli (primérna
zona 12 mm). Stejnd koncentrace aktivni latky zabudované do poloxamerni Castice
nevykazovala Zadny antibakterialni u¢inek. Na zdkladé téchto vysledkl 1ze konstatovat, Ze
aktivni latky byly 0€inn€ enkapsulovany do micel poloxameru. Studiu kinetiky jejich

uvoliovani bude muset byt vénovana pozornost béhem dalSich experimentd.

Na Obr. 43 a Obr. 44 jsou vysledky agar difuzniho testu vybranych smési. Okolo vzorki
aktivnich latek, jeZ nebyly inkorporovany do poloxamernich ¢astic, jsou patrné inhibi¢ni
zony (Obr. 43a,b), Obr. 44a)). Na druhou stranu, systémy s poloxamery nevykazovaly Zadny
inhibi¢ni ucinek vici testovanym bakteriim (Obr. 43c¢), Obr. 44b,c)).

a) b) c)

Obr. 43 a) 1 hm. % tymianovy olej v gelu, b) 1 hm. % thymol v gelu,
¢) 1 hm. % thymol v P407 v gelu (Escherichia coli)
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a) b) c)

Obr. 44 a) 1 hm. % tymianovy olej v gelu, b) 1 hm. % tymianovy olej v P184 v gelu,
c¢) I hm. % tymianovy olej v P188 v gelu (Staphylococcus aureus)
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ZAVER

Cilem diplomové prace byla piiprava a charakterizace poloxamernich roztoki samotnych
a s obsahem aktivnich latek, a to thymolem, tymianovym a eukalyptovym olejem. Vliv
riznych koncentraci kopolymerti a hmotnostnich pomérti poloxamer/aktivni latka na
fyzikélné-chemické vlastnosti pfipravenych systémi byl sledovan pomoci meéfeni
povrchového napéti, viskozity, zeta potencialu, velikosti ¢astic a pH. U vybranych vzorkt

byla také stanovena antibakterialni u¢innost pomoci diskové difuzni metody.

V prvni c¢asti prace byly sledovany micelizacni charakteristiky pfipravenych roztokd.
Hodnoty kritické micelarni koncentrace poloxamernich castic se pii 25 °C pohybovaly
vrozsahu od 0,01 do 0,16 mM, coz v podstaté korelovalo s hodnotami uvedenymi
v literatuie. Déle byly vyhodnoceny hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie, adsorpce na
rozhrani a plochy, kterou na rozhrani zaujima jedna molekula povrchové aktivni latky.
Zaporné hodnoty Gibbsovy miceliza¢ni energie prokdzaly spontanni tvorbu micel
testovanych poloxamert, kdy nejvétsi adsorpce (4,03 - 107 mol/m?) na rozhrani byla
zaznamenana u poloxameru P184 s nejnizsi molekulovou hmotnosti. Pomoci tenziometrie
byl také potvrzen pozitivni vliv zvySené teploty na proces micelizace, pficemz nejvyrazngjsi
pokles CMC byl sledovan u poloxameru P188. Synergicky ucinek smeési tenzidi byl
prokézan diky snizené hodnoté CMC, zvySené adsorpce na rozhrani a také pomoci parametru

B, jehoz hodnoty se pohybovaly v rozsahu -1,6 do -3,8.

U pfipravenych smési bylo provedeno také viskozitni méteni, které prokazalo dominantni
vliv zvySujici se koncentrace poloxamert (od 1 do 5 hm. %), a to jak bez, tak i s obsahem
aktivnich latek. Nejvétsi zvySeni viskozity bylo sledovano u P407 s nejvyssi molekulovou

hmotnosti.

Rostouci koncentrace poloxamert mély vliv také na velikost ¢astic, pfiCemz u poloxameru
P184 dochazelo ke zvySovani, zatimco u roztokti P188 a P407 byl sledovan opacny d¢;.
V ptipadé smési poloxamert s aktivnimi ¢inidly bylo pozorovano kolisani hodnot velikosti
Castic, v zavislosti na vice faktorech, a to jak na koncentraci kopolymeru, tak na typu
a mnozstvi aktivniho Cinidla. Velikost ¢astic se pohybovala fddové od desitek do stovek
nanometr. Nejmens$i ¢astice obsahoval 5%ni P188 s 0,5 % thymolu (22 nm) a nejvétsi pak

5%ni P184 s 1 hm. % tymidnového oleje (693 nm).

M¢tfenim zeta potencidlu byly ziskany vyznamné zaporné hodnoty, a to jak bez, tak

s ptitomnosti aktivnich latek v poloxamernich ¢asticich.
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Podstatnou ¢ast diplomové prace tvoftila stabilitni studie, kdy byly poloxamerni roztoky
hodnoceny jak vizuélng, tak pomoci méfeni velikosti ¢astic a zeta potencialu. Pozitivni efekt
méla rostouci koncentrace poloxameru. Co se tyka aktivni latky, jako nejstabilnéjsi vzorky
se jevily smési s eukalyptovym olejem, které béhem experimentu vyrazné neménily vzhled

ani velikost ¢astic a distribuci.

Jako dopliujici experiment byla provedena diskova difuzni metoda, diky niz byla

u vybranych vzorkl potvrzena t¢innost enkapsulace aktivnich latek do micel poloxamert.

Zavérem lze fict, Ze byly pfipraveny a charakterizovany poloxamerni ¢astice vykazujici
dostate¢nou fyzikalni stabilitu, které by mohly byt vyuzity jako perspektivni nosice
aktivnich latek aplikovatelné napiiklad v potravinaiském, kosmetickém ¢i farmaceutickém

priamyslu.
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